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PREMESSA 
 
L’azoto (N) è un elemento essenziale per le piante, che lo assorbono principalmente come 
NO3-. Questo fa si che la sua somministrazione alle colture con la concimazione sia spesso 
necessaria per ottenere produzioni di qualità in quantità elevate. Nonostante ciò 
un’abbondante concimazione azotata e/o determinate condizioni di crescita possono 
portare ad un eccessivo contenuto di NO3- nei vegetali. Un contenuto elevato di NO3- negli 
alimenti in genere, e quindi anche nei vegetali, è un fatto negativo perché un’eccessiva 
assunzione di questo composto può essere dannosa per la salute umana. 
Il boro (B) è un elemento essenziale per la vita delle piante. Nei sistemi di produzione 
agricola possono insorgere condizioni di carenza o al contrario di tossicità, per 
un’eccessiva presenza di B nel terreno e/o nelle acque irrigue. La tossicità da B si 
manifesta con aree clorotiche, che successivamente evolvono in necrosi, localizzate 
inizialmente in prossimità del margine fogliare e che successivamente si espandono verso 
l’interno della foglia. 
Ziliani (2013) in esperimenti condotti sulle stesse varietà di basilico oggetto di questa tesi 
(“Red Rubin” e “Tigullio”) aveva riscontrato una correlazione positiva fra eccesso di B e 
concentrazione fogliare di NO3-. 
Data l’importanza del controllo della concentrazione di NO3- negli ortaggi, la frequenza 
con cui si utilizzano acque irrigue ricche in B e quanto osservato da Ziliani (2013), si è 
ritenuto necessario indagare la possibile interazione fra il B e il metabolismo azotato. 
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Cap. 1 - INTRODUZIONE 
 
1.1 NITRATI E SALUTE UMANA 
Il nitrato (NO3-) è fondamentale per le piante, essendo la principale forma mediante la 
quale assumono azoto (N) dal substrato di crescita. 
Per quanto riguarda l’influenza di NO3- sulla salute umana sono disponibili dati 
contrastanti, essendo stati riscontrati effetti sia negativi sia positivi. 
La maggior parte dell’NO3- e del nitrito (NO2-) assunti giornalmente con la dieta sono 
forniti dai vegetali: circa il 75% dell’ NO3- (Gangolli et al., 1994; Santamaria, 1997) e il 
16-43% dell’ NO2- (Walters, 1991; Cassens, 1995; Santamaria, 1997). Altre importanti 
fonti di NO3- e NO2- sono l’acqua e le carni conservate (Walker, 1990). Inoltre NO3- e NO2- 
sono presenti in altri tipi di alimenti, oltre ad essere usati come additivi ad azione 
antimicrobica e conservante, e sono naturalmente prodotti all’interno del corpo umano 
(Walker, 1990; Gangolli et al., 1994; Speijers, 1996a; Speijers e van den Brandt, 2003a,b). 
L’NO3- ingerito è facilmente assorbito nella parte superiore dell’intestino tenue (Ellen et 
al., 1982; Bartholomew e Hill, 1984); successivamente passa nel plasma e nel sangue 
(Cortas e Wakid, 1991). L’ NO3- presente nel plasma è selettivamente assorbito dalle 
ghiandole salivari che ne aumentano la concentrazione di dieci volte e lo secernono nella 
saliva; l’ NO3- contenuto nelle ghiandole salivari rappresenta circa il 25% del totale 
ingerito (Witter e Balish, 1979; Fritsch et al., 1985). I batteri presenti sulla superficie della 
lingua riducono a NO2- circa il 20% dell’ NO3- secreto nella saliva (Lundberg et al., 2004 e 
2008). La conversione di NO3- è maggiore nei lattanti e nei soggetti affetti da gastro-
enteriti, a causa del loro più alto pH gastrico (EFSA, 2008). 
Circa il 90% dell’ NO2- ingerito viene assorbito nel tratto gastro-intestinale (Kortboyer et 
al., 1997), come tale o convertito nei suoi metaboliti (Speijers et al., 1987). 
Nello stomaco, in presenza di condizioni acide, NO2- è convertito in acido nitrico e altri 
metaboliti (McKnight et al., 1997). 
La maggior parte dell’ NO3- assunto è escreto con le urine; una quota importante è però 
riciclata dai reni attraverso la ricircolazione salivare e biliare (Xia et al., 2003). 
NO3- di per sé è relativamente poco tossico ma lo diventa una volta convertito in NO2- nella 
saliva (Spiegelhalder et al., 1976; Pannala et al., 2003).  
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Oltre all’ NO2- anche i composti dell’N nitroso, le nitrosammine, che si formano dal 
legame dei nitriti con ad esempio le ammine derivanti dalle proteine, sono tossici e 
possono causare gravi malattie (Speijers, 1996b; Speijers e van den Brandt, 2003b). Le 
nitrosammine sono composti cancerogeni (Lijinsky e Epstein, 1970; Mensinga et al., 
2003). La formazione di nitrosammine può avvenire durante la conservazione degli 
alimenti oppure nello stomaco; qui l’NO2- che reagisce è sia quello ingerito direttamente 
sia quello ottenuto dall’ NO3-, endogeno e esogeno, per riduzione enzimatica nella saliva 
(Vittozzi, 1992). Abbinare al consumo di prodotti contenenti NO3- quello di prodotti 
contenenti composti antiossidanti, come la vitamina C, può ridurre fino alla metà la 
quantità di nitrosammine formate (Brambilla e Martelli, 2007). Non è comunque sicura la 
correlazione tra l’assunzione di nitrati e il rischio tumorale (EFSA, 2008). 
NO2- svolge la sua azione tossica reagendo con l’emoglobina, con formazione di meta-
emoglobina e NO3- (Mensinga et al., 2003). Normalmente l’1-3% della emoglobina viene 
trasformata in meta-emoglobina; quando il livello supera il 10% il trasporto di ossigeno è 
fortemente limitato; livelli del 20% possono portare a cianosi e intorno al 50% , possono 
risultare fatali (Mensinga et al., 2003). I lattanti sono i più sensibili alla meta-
emoglobinemia, perché sono meno in grado di detossificare la meta-emoglobina rispetto ad 
individui adulti o anche semplicemente a soggetti che hanno superato lo svezzamento 
(McKnight et al., 1999; Mensinga et al., 2003). 
L’NO3- può portare anche all’ipertiroidismo (Van Maanen et al., 1994) ed è stata ipotizzata 
una correlazione positiva fra l’assunzione di NO3- e l’insorgere del diabete mellito in età 
infantile (Parslow et al., 1997). 
Dell’NO3- sono stati d’altra parte evidenziati anche alcuni aspetti positivi per la nostra 
salute. Ad esempio, il monossido di N (NO), che si forma nello stomaco dall’ NO3-, svolge 
un’azione antimicrobica (Duncan et al., 1995; McKnight et al., 1999). Inoltre i composti 
dell’NO sembrano agire come vaso-protettori, andando a ridurre la pressione sanguigna e a 
inibire l’aggregazione delle piastrine (Webb et al., 2008). Una dieta che comporti una certa 
assunzione giornaliera di NO3-, comunque inferiore alla dose massima tollerabile (ADI, 
Acceptable Daily Intake), può contribuire a mantenere un livello di NO3- e NO2- tale da 
determinare effetti positivi sulla salute umana (Lundberg, et al., 2008). 
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Figura 1. Copertina della rivista "Cell Metabolism" nella quale ai possibili effetti benefici 
dei nitrati è associata la figura di "Braccio di ferro". 
!
Alcuni studi hanno dimostrato che l’assunzione di succo di bietola da orto o il consumo di 
cibi arricchiti con bietola rossa possono ridurre la pressione vascolare diminuendo così il 
rischio di contrarre malattie cardio-vascolari (Hobbs et al., 2012). L’azione benefica della 
bietola rossa è stata attribuita all’alto contenuto di NO3- (Larsen et al., 2011; Hobbs et al., 
2012). Inoltre, l’NO aumenta l’efficienza respiratoria mitocondriale nei muscoli scheletrici 
umani riducendo il costo metabolico durante l’esercizio fisico (Larsen et al., 2011; Hobbs 
et al., 2012). Si può comprendere così il lancio di bevande a base di NO3- in occasione 
delle ultime Olimpiadi di Londra. 
 
1.2 NORME SUL CONTENUTO DI NITRATI NEGLI ALIMENTI 
La JECFA (Joint Expert Committee of the Food and Agriculture) e la SCF (European 
Commission’s Scientific Committee on Food) hanno stabilito una ADI di 3,7 mg/kg di 
peso corporeo (circa 222 mg per un adulto che pesa 60 kg) per NO3-, e di 0,07 – 0.06 
mg/kg di peso corporeo per NO2- (SCF 1992, 1995, 1997; Speijers, 1996a; Speijers e van 
den Brandt, 2003a,b). 
Considerando un valore realistico (in inverno) di NO3- nella lattuga di 2220 mg/kg di peso 
fresco, per un adulto sarebbero sufficienti 100 grammi di consumo per raggiungere la ADI. 
!
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A partire dal 1997, la Commissione Europa ha stabilito in diversi Regolamenti il contenuto 
massimo di NO3- in alcune specie di ortaggi e, più tardi, anche negli alimenti per bambini 
(EC 1999, 2001, 2002, 2004, 2006, 2011). 
Il Regolamento CE attualmente in vigore è il n. 1258 del 2011 (Tab. 1), che stabilisce i 
limiti massimi di NO3- per spinacio, lattuga e rucola, oltre agli alimenti per bambini. 
Questi limiti sono diversi non solo in funzione della specie vegetale ma anche della 
stagione e del tipo di coltivazione (in serra o in pieno campo). Sono stabiliti limiti maggiori 
per le condizioni di crescita che renderebbero molto difficile la raccolta di piante con 
contenuti più bassi di NO3-, cioè in autunno-inverno e in serra. 
Il Regolamento CE n. 1258/2011 ha alzato i limiti previsti dai Regolamenti precedenti 
affinché fosse più facile per i produttori rispettarli. Inoltre è stata introdotta fra le colture 
normate la rucola a causa della sua spiccata tendenza all’accumulo di nitrati e al consumo 
crescente (fino a qualche anno, la rucola era un ortaggio quasi sconosciuto). 
 
Tabella 1. Massimi livelli di nitrato stabiliti dal Regolamento CE n.1258/2011. 
Prodotto Periodo di raccolta NO3- 
(mg/kg p.f.) 
Spinaci freschi (Spinacia oleracea L.) Raccolta dal 1 Novembre al 31 Marzo 3500 
Spinaci conservati, surgelati o congelati  2000 
Lattuga fresca (Lactuca sativa L.) 
(coltivazione in ambiente protetto o in 
pieno campo), escluso il tipo “iceberg” 
Raccolta fra il 1° Ottobre e il 31 Marzo:  
coltura protetta 5000 
pieno campo 4000 
Raccolta fra il 1° Aprile e il 30 Settembre:  
coltura protetta 4000 
pieno campo 3000 
Lattuga tipo “iceberg” Coltura protetto 2500 
Pieno campo 2000 
Rucola (Eruca sativa, Diplotaxis sp, 
Brassica tenuifolia, Sisymbrium 
tenuifolium) 
Raccolta fra il 1° Ottobre e il 31 Marzo 7000 
Raccolta fra il 1° Aprile e il 30 Settembre 6000 
Alimenti a base di cereali e alimenti 
destinati a lattanti e ai bambini 
 200 
 
Alcuni paesi europei, già prima del Regolamento CE n.1258/2011, avevano introdotto dei 
limiti alla concentrazione di NO3- per il commercio di alcuni ortaggi nel proprio territorio, 
andando a normare un numero maggiore di specie rispetto a quanto fatto a livello 
comunitario (Tab. 2) (Santamaria, 2006). 
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Tabella 2. Livelli massimi di nitrato (mg/kg p.f.) per il commercio di alcune specie di 
ortaggi in alcuni Paesi Europei (Santamaria, 2006). 
Ortaggi Austria Belgio Germania Olanda Svizzera 
Carota 1500     
Barbabietola rossa 4500  3000 3500 3500 
Indivia (estate) 2500 2000  2500 2500 
Indivia (inverno) 3500 2000  3500 3500 
Cavolo 1500     
Ravanello     3500 
Sedano (verde)  5000    
Sedano (bianco)  4000    
Valerianella   3500 2500   
!
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Cap. 2 - LA NUTRIZIONE AZOTATA DELLE COLTURE 
 
2.1 L’AZOTO 
L’azoto (N) è un elemento essenziale per la vita e l’accrescimento delle piante entrando a 
far parte della struttura di aminoacidi e proteine, nucleotidi e acidi nucleici, vitamine, ecc. 
Nonostante sia uno degli elementi maggiormente diffusi in natura, costituisce un fattore 
limitante per lo sviluppo degli organismi viventi, piante incluse, perché spesso non risulta 
disponibile ai fini della nutrizione (Nannipieri e Perucci, 2003). 
Nei terreni agrari, nonostante la concimazione, il bilancio dell’N è sempre negativo, ciò è 
dovuto al fatto che quest’elemento si accumula in quantità rilevanti nei tessuti vegetali che 
sono asportati con la raccolta (Nannipieri e Perucci, 2003). 
L’N nel terreno subisce numerose trasformazioni, essendo coinvolto in una serie di 
processi che hanno come obbiettivo quello di ripristinarne le scorte nel suolo; 
convenzionalmente tale ciclo si sviluppa secondo le seguenti fasi (Nannipieri e Perucci, 
2003) (Fig. 2): 
1. fissazione biologica (conversione dell’N atmosferico in N ammoniacale ad opera di 
microrganismi azotofissatori); 
2. mineralizzazione (conversione dell’N organico in N minerale, in tal modo risulta 
disponibile per la nutrizione vegetale); 
3. nitrificazione eterotrofa ed autotrofa (ossidazione di NH4+); 
4. denitrificazione e riduzione dissimilatoria dell’NO3- (in seguito all’azione di batteri 
denitrificanti si formano composti gassosi dell’N che si disperdono nell’atmosfera); 
5.  riduzione dell’NO3- (avviene all’interno delle piante ad opera di enzimi, porta 
all’ottenimento di NH4+ partendo da NO3-); 
6. organicazione (l’N ammoniacale è trasformato in N organico); 
7. lisciviazione di NO3-; 
8. adsorbimento di NH4+; 
9. volatilizzazione di NH3(g). 
La presenza nei suoli coltivati di adeguate concentrazioni delle forme di N utilizzabili dalle 
piante è essenziale per le colture vegetali; per questo si ricorre all’impiego di fertilizzanti 
!
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azotati, che sono prodotti industrialmente dall’N gassoso presente nell’atmosfera (Bacon, 
1995). 
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Figura 2. Rappresentazione schematica del ciclo dell'azoto (Nannipieri e Perucci, 2003). 
 
Nella biosfera l’N disponibile per le piante si trova in tre forme diverse: molecolare (N2), 
minerale (NO3-, NH4+, NOx, NH3) e organica (aminoacidi, peptidi, ecc.) (von Wirén et al., 
1997). Dal momento che le piante hanno un’elevata necessità di N, sono in grado di 
utilizzare tutte le forme sopra elencate, anche se per l’utilizzo di N2 è necessaria la simbiosi 
con batteri azoto fissatori (von Wirén et al., 1997). L’uso prevalente di una determinata 
forma rispetto alle altre dipende dalle condizioni ambientali e dalle caratteristiche del 
terreno, fattori che influenzano la messa a disposizione delle piante delle diverse forme di 
N (von Wirén et al., 1997). Nei suoli ben areati l’N disponibile si trova principalmente in 
forma minerale e in particolare come NO3- (Strahm e Harrison, 2006), mentre nei suoli che 
presentano una bassa attività di nitrificazione, ad esempio a causa della bassa temperatura 
e/o del ristagno idrico, la forma dominante può essere l’NH4+ (Sasakawa e Yamamoto, 
1978). La concentrazione di NO3- nel suolo è molto variabile sia nel tempo che nello 
spazio, in funzione della natura del terreno, dell’attività dei microrganismi, della 
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somministrazione o meno di fertilizzanti, ecc. (Miller et al., 2007). Nei terreni agricoli si 
hanno concentrazioni di NO3- comprese fra 0,5 e 10 mM, mentre le concentrazioni di NH4+ 
disponibile  sono da 10 a 1000 volte inferiori rispetto a NO3- (Marschner, 1995). I bassi 
livelli di NH4+ disponibile nel suolo sono considerati il risultato di una rapida nitrificazione 
e di una lenta mineralizzazione della sostanza organica presente nel terreno (Chapin et al., 
1993). A parità di dotazione del terreno, la forma di N utilizzata dipende dalla singola 
specie coltivata; però, nella maggioranza dei casi e in presenza di adeguati livelli di N, 
questa scelta non è obbligata e l’assorbimento di una determinata forma rispetto all’altra è 
legato al mantenimento dell’equilibrio elettro-chimico a livello cellulare, determinato dal 
rapporto fra cationi e anioni (Van Beusichem et al., 1988; Kronzucker et al., 1997). 
Un eccessivo contenuto di NO3- nel terreno, provocato da una rapida mineralizzazione 
della sostanza organica o da un’eccessiva concimazione azotata, può essere causa, per 
lisciviazione, di problemi d’inquinamento delle acque superficiali nelle quali, insieme al 
fosforo, può determinare il fenomeno dell’eutrofizzazione (Masoni, 2010). L’inquinamento 
da NO3- può interessare anche le acque di falda, rendendone difficile ad esempio la 
potabilizzazione (Masoni, 2010). Per evitare i danni alla salute conseguenti l’assunzione di 
NO3-, a livello comunitario è stato stabilito per le acque potabili il limite massimo di 50 
mg/L di nitrati (Masoni, 2010). 
 
2.2 ASSORBIMENTO DELL’AZOTO 
Per quanto riguarda l’assorbimento di NO3- è stata osservata la presenza di un sistema 
multifasico costituito almeno da due componenti cineticamente distinte: un sistema di 
trasporto ad alta affinità (HATS, High Affinity Transport System) e uno a bassa affinità 
(LATS, Low Affinity Transport System) (Doddema e Telkamp, 1979; Hole et al., 1990; 
Siddiqi et al., 1990; Aslam et al., 1992). Studi condotti su Arabidopsis thaliana hanno 
mostrato che a concentrazioni di 100-200 !M l’assorbimento di NO3- avviene tramite 
l’HATS; oltre 200 !M, l’assorbimento avviene tramite il LATS (Doddema e Telkamp, 
1979). Il trasporto di NO3- tramite HATS e LATS avviene col simporto 2H+ : 1NO3- 
(McClure et al., 1990; Glass et al., 1992) (Fig. 3); questo spiega la notevole influenza che 
il pH della rizosfera ha sull’assorbimento di NO3-, che è favorito dal pH sub-acido 
(Haynes, 1986; Tsay et al., 1993). 
L’assorbimento di NO3- è strettamente controllato dallo stato nutrizionale della pianta 
relativo alla necessità di N (Doddema e Otten, 1979). Un aumento del tasso di 
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assorbimento di NO3- è stato constatato in alcune specie di piante mantenute 
precedentemente in un mezzo di crescita senza N (Doddema e Otten, 1979).  
Esistono due tipi di HATS, uno inducibile e uno costituzionale (Jackson et al., 1973; 
MacKown e McClure, 1988; Hole et al., 1990). Secondo Lainé et al., (1995) 
l’assorbimento costitutivo e quello inducibile sono mediati da due tipi distinti di carrier. 
L’assorbimento di NO3- è controllato negativamente tramite un meccanismo a feedback, 
determinato dalla presenza di NO3-, NO2-, NH4+ e/o di aminoacidi all’interno dei tessuti 
vegetali, in particolare nelle foglie (Doddema e Otten, 1979; Lee et al., 1992; Muller e 
Tourraine, 1992; King et al., 1993; Lainé et al., 1995; Aslam et al., 1996a). L’assorbimento 
netto di NO3- è dato dalla combinazione dei flussi in entrata ed in uscita di questo 
composto; l’efflusso risulta incrementato in presenza di stress biotici (Garcia-Brugger et 
al., 2006) e abiotici (Macduff e Jackson, 1992; Aslam et al., 1995). Secondo Aslam et al., 
(1996b) la riduzione dell’assorbimento netto di NO3- può essere dovuta anche all’aumento 
dell’efflusso, ma altri autori (ad es. Lainé et al., 1995) ritengono l’efflusso di NO3- poco 
importante. 
Anche l’assorbimento di NH4+ avviene tramite un sistema a due fasi (Wang et al., 1993). 
Nel riso, ad esempio, fino a concentrazioni esterne di 1 mM, l’assorbimento di NH4+ è 
mediato dal sistema HATS; a concentrazioni più alte entra in gioco il LATS (Wang et al., 
1993). Anche nell’assorbimento di NH4+ interviene un meccanismo di feedback negativo, 
che agisce sul sistema HATS, mentre non interessa LATS (Wang et al., 1993). Il segnale 
che attiva il meccanismo di feedback è la concentrazione nelle cellule radicali delle forme 
dell’N ridotto, quindi non esclusivamente NH4+ (Causin e Barneix, 1993). HATS e LATS 
hanno diversi valori ottimali di pH, ai quali mostrano la maggiore attività di trasporto di 
NH4+: sono vicini alla neutralità per HATS e compresi fra 4,5 e 6 per LATS (Wang et al., 
1993). 
In presenza di alti valori di pH e di alte concentrazioni di NH4+, si ha un aumento della 
concentrazione di NH3 e della permeabilità della membrana cellulare nei confronti di 
questo composto rispetto a NH4+; questi due eventi fanno sì che l’N ammoniacale in queste 
condizioni sia assorbito principalmente come NH3; questo però non è stato osservato in 
alcuni studi, nei quali ad alti valori di pH non c’è stato un aumento dell’assorbimento di 
NH3 (MacFarlane e Smith, 1982; Schlee e Komor, 1986; Dhyr-Jensen e Brix, 1996). Il 
significato di NH3 nell’assorbimento è messo in dubbio, in favore del trasporto di specie 
cariche, dal fatto che ad alte concentrazioni di NH4+ il potenziale di membrana risulta 
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depolarizzato (Wang et al., 1994) e il sistema HATS è insensibile al pH per valori 
compresi fra 4,5 e 9 (Wang et al., 1993). Secondo von Wirén et al. (1997), il rapporto di 
entrata fra NH3 e NH4+ è regolato sia dalle proteine di trasporto che dal pH. È stata 
dimostrata la dipendenza del trasporto di NH4+ dal gradiente di H+, esistente fra le cellule 
dei tessuti radicali e la rizosfera (Wang et al., 1994) (Fig. 3). 
 
!
!
!"
#
!
!$
#
%
!!$
#
%
!
"#
$
!
!$#%!
!"&
'
(
#$!
%&'$'(!
%)'!
!
  
#$*%)'+,(!
-./0123-%! 4.)0105!
6367-%8%!'5%16%).4%!
!"
#
!
!"
&
'
! !"&
'
!
 
Figura 3. Meccanismi di trasporto, fra rizosfera e cellule radicali, di NO3-, NH4+ e NH3 
(Nannipieri e Perucci, 2003). 
 
L’assimilazione di NH4+ a livello radicale è rapida, mentre il trasporto degli aminoacidi 
sintetizzati verso le strutture della parte aerea risulta piuttosto lento; pertanto, si può 
verificare un accumulo di aminoacidi nelle radici che inibisce l’assorbimento di NH4+ e ne 
aumenta l’efflusso, causando una riduzione complessiva dell’assorbimento netto (Rideout 
et al., 1994; Rawa et al., 1999). 
L’ NO3-, una volta assorbito, è accumulato nell’apparato radicale oppure trasportato, 
attraverso lo xilema, nella parte aerea della pianta (Meyer e Stitt, 2001). L’ NO3- nelle 
cellule vegetali è suddiviso in due frazioni, quella presente nel citosol, che costituisce il 
pool metabolico, e quella presente nel vacuolo, che costituisce il pool di stoccaggio 
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(Ferrari et al., 1973; Miller e Smith, 1996) (Fig. 4). L’NO3- che si accumula nel vacuolo 
costituisce circa il 90% dell’NO3- presente nella cellula (Chen et al., 2004). L’NO3- 
contenuto nel vacuolo può svolgere una funzione di osmoregolazione, soprattutto quando 
c’è una scarsa disponibilità di soluti organici, es. zuccheri (Blom-Zandstra e Lampe, 1985), 
e/o di riserva, da utilizzare quando aumenta la crescita della pianta e quindi la domanda di 
N (Ferrari et al., 1973; Miller e Smith, 1996; Miller e Smith, 2008) (Fig. 4). 
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Figura 4. Ruolo della nitrato riduttasi (NR) nella regolazione del contenuto del nitrato 
(NO3-) nel citosol. Alla luce, la fotosintesi attiva la NR inibendo la sua fosforilazione, che 
ne determinerebbe la perdita di attività. L’attività della NR diminuisce la quantità di NO3- 
accumulato nel vacuolo e aumenta il livello di nitrito (NO2-) che passa nel cloroplasto per 
la sua riduzione ad ammonio. 
 
La concentrazione di NO3- aumenta in entrambe le frazioni all’aumentare 
dell’assorbimento di NO3-; anche se la concentrazione citosolica raggiunge più 
rapidamente il livello massimo (Aslam e Oaks, 1975; Aslam et al., 1976; Zhen et al., 1991; 
Devienne et al., 1994; Aslam et al.2001; Chen et al., 2004).  
La concentrazione di NO3- del pool metabolico è soggetta a piccole variazioni determinate 
dalla sua riduzione ad opera della nitrato riduttasi (NR) e influenza il trasporto del NO3- da 
e verso il vacuolo (Cookson et al., 2005). In altre parole, all’aumentare dell’ingresso 
dell’NO3- nella cellula aumenta la concentrazione del pool di riserva nel vacuolo mentre il 
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pool metabolico rimane relativamente costante (Cookson et al., 2005). Il flusso di NO3- 
attraverso la membrana plasmatica e/o il tonoplasto verso il citosol è maggiore alla luce 
che al buio (Cookson et al., 2005) (Fig. 4). 
Ci sono tre famiglie di trasportatori dell’NO3- nelle cellule vegetali, tutte e tre agiscono 
accoppiando il trasporto del NO3- a quello dei protoni. Due di queste famiglie, NRT1 e 
NRT2, determinano un simporto (Tsay, 2007), mentre i CLC funzionano come antiporto 
(De Angeli et al., 2006). 
Sulla membrana del tonoplasto è presente un trasportatore di tipo antiporto (Miller e Smith, 
1992) che sembra funzionare in abbinamento all’ATPasi vacuolare (Krebs et al., 2010). Il 
primo traportatore è stato identificato in Arabidopsis thaliana, e si tratta della proteina 
AtCLCa (De Angeli et al., 2006). Questo trasportatore sarebbe responsabile dell’accumulo 
di NO3- all’interno del vacuolo, attraverso un sistema di antiporto 2NO3-/H+ (De Angeli et 
al., 2006). La proteina che costituisce questo trasportatore fa parte della famiglia di 
proteine dei canali di trasporto del cloruro (AtCLCs); la differenza di selettività che 
presenta il trasportatore dell’NO3- rispetto agli altri componenti della famiglia è dovuta alla 
presenza della prolina all’interno della sequenza amminoacidica (Bergsdorf et al., 2009; 
Wege et al., 2010; Zifarelli e Pusch, 2010). AtCLCa non è l’unico trasportatore per il NO3- 
presente sulla membrana del vacuolo; infatti, è stato visto che anche un’altra proteina, 
AtCLCb, interviene nel trasporto di questo composto attraverso il tonoplasto (von der 
Fecht-Bartenbach et al., 2010). Non è ancora chiaro, però, se ne determina l’entrata oppure 
l’uscita dal vacuolo (von derFecht-Bartenbach et al., 2010). 
Sul tonoplasto è anche presente la proteina codificata dal gene AtNRT2.7, che però è 
espresso solo nella fase finale della maturazione dei semi (Chopin et al., 2007). Questa 
proteina agisce incrementando l’influsso di NO3- nelle cellule, andando a controllare quindi 
il contenuto finale di NO3- nei semi (Chopin et al., 2007). 
 
2.3 ASSIMILAZIONE DELL’AZOTO 
L’ NO3- utilizzato per l’assimilazione in composti organici è quello presente nel citosol 
(Ferrari et al., 1973; Miller e Smith, 1996). 
La prima fase dell’assimilazione dell’ NO3- è determinata dall’intervento della NR con 
formazione di NO2-, che successivamente è ridotto a NH4+dalla nitrito riduttasi (NiR) 
(Wray, 1989; Kleinhofs e Warner, 1990). 
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NO3- + NAD(P)H + H+  NO2- + NAD(P)+ + H2O 
 
3H2O + 6Fd(Fe3+) + luce  3/2O2 + 6H+ + 6Fd(Fe2+) 
NO2- + 6Fd(Fe2+) + 8H+  NH4+ + 6Fd(Fe3+) + 2 H2O 
NO2- + H2O + 2H+ + luce  3/2O2 + NH4+ 
 
Lo ione NH4+ è quindi incorporato in un pool di aminoacidi per azione della glutammina 
sintetasi (GS) e della glutammato sintetasi (GOGAT) (Lea et al., 1990). La GS catalizza la 
reazione di assimilazione dello ione NH4+, come gruppo ammidico, nella glutammina, 
avendo come substrato di partenza il glutammato (Lea et al., 1990). Il glutammato usato 
come substrato in questa reazione è fornito dalla reazione catalizzata dalla GOGAT 
(Temple et al., 1998) (Fig. 5). Durante questa reazione si ha il trasferimento del gruppo 
ammidico dalla glutammina all’"-chetoglutarato con formazione di due molecole di 
glutammato; una di queste è utilizzata nella reazione catalizzata dalla GS per formare una 
nuova molecola di glutammina, mentre l’altra è utilizzata per la biosintesi di altri 
aminoacidi (Temple et al., 1998) (Fig. 5). 
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Figura 5. Assimilazione in composti organici dell’azoto ammoniacale (Hirel e Lea, 2001). 
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La riduzione di NO3- a NO2- avviene nel citosol (Solomonson e Barber, 1990) mentre 
quella dell’NO2- nei cloroplasti, a livello fogliare, o nei plastidi, a livello radicale (Wray, 
1989; Kleinhofs e Warner, 1990). L’incorporazione dell’NH4+ nei composti organici può 
avvenire nel plastidio oppure nel citosol (Lea e Miflin, 1974; Miflin e Lea 1976). 
Nei cloroplasti è la ferredossina ridotta che dona gli elettroni all’NO2- ossidandosi, mentre 
a livello radicale sembra che questa funzione sia svolta da una proteina simile alla 
ferredossina, che acquista il suo potere riducente dal NADPH prodotto attraverso la via dei 
pentosi fosfato (Suzuki et al., 1985). 
Nonostante che il processo di riduzione di NO3- e quello di NO2- avvengano in due 
comparti cellulari distinti (Fig. 6), nelle cellule non si ha accumulo di NO2-, che è tossico; 
questo grazie al fatto che l’attività della NiR è sempre maggiore rispetto all’attività della 
NR (NRA, Nannipieri e Perucci, 2003). 
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Figura 6. Schema dei processi di riduzione dell'azoto all'interno delle piante (Heldt, 2005). 
!
La NR è localizzata nel citosol (Solomonson e Barber, 1990; Fig. 6). Nelle piante sono 
state trovate due forme di NR, una NADH-specifica, che è la più comune, ed una 
NAD(P)H-bi-specifica, che può essere presente insieme alla precedente oppure da sola 
all’interno delle piante, in base alla specie di appartenenza (Streit et al.,1987; Kleinhofs e 
Warner, 1990). 
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La struttura della NR è organizzata in tre domini, ognuno dei quali alloggia un diverso 
gruppo prostetico: FAD, un gruppo eme, di tipo citocromo-b (cyt-b557), e un cofattore 
Molibdeno (MoCo) (Redingbaugh e Campbell, 1985). Questi gruppi hanno il compito di 
trasferire gli elettroni dal NAD(P)H allo ione NO3- (Redingbaugh e Campbell, 1985). Nelle 
piante superiori la NR è un dimero di due subunità identiche, ognuna delle quali ha massa 
di 100-120 kDa (Solomonson e Barber, 1990). Il dominio N-terminale di questo enzima 
lega il MoCo, la parte centrale il gruppo eme e quella C-terminale il FAD (Fido, 1991). 
Oltre a quella citosolica, è stata rilevata la presenza anche di una NR legata alla membrana 
plasmatica (Hoarau et al., 1991; Kunze et al., 1997). Questa NR ha delle caratteristiche 
diverse rispetto all’altra ed è stato ipotizzato che la sua attività sia indotta da elevate 
concentrazioni di NO3- (Hoarau et al., 1991; Kunze et al., 1997). 
Nei tessuti verdi la NiR è localizzata nei cloroplasti, sulla superficie esterna della 
membrana tilacoidale, mentre nelle radici si trova nei plastidi (Miflin, 1974) (Fig. 6). La 
NiR è un monomero avente, ad esempio in spinacio, massa molecolare di circa 63 kDa 
(Siegel e Wilkerson, 1989). È costituita da una metallo-proteina con due gruppi prostetici: 
un centro di reazione 4Fe/4S e un sireme (Siegel e Wilkerson, 1989). 
La GS è rappresentata da due gruppi di proteine che si trovano, rispettivamente, nel 
plastidio (GS2) o nel citosol (GS1); la GS1 è presente soprattutto nelle cellule dei fasci 
vascolari, mentre GS2 è localizzata principalmente nelle cellule del mesofillo (McNally e 
Hirel, 1983). La GS1 è costituita da un sola unità proteica avente massa di circa 34-40 
kDa; in alcune specie, però, è costituita da due subunità con massa leggermente diversa fra 
loro (Woodal et al., 1996). La GS2 è una proteina ottamerica le cui subunità hanno una 
massa di circa 44-45 kDa, anche se in alcune specie di piante, come ad esempio in 
pomodoro, è costituita da due tipi di subunità polipeptidiche di massa leggermente diversa 
(Forde e Cullimore, 1989; Migge et al., 1996). 
GS1 è la forma predominante nelle radici, ciò fa ipotizzare che il suo ruolo principale sia 
quello di catalizzare la reazione di assimilazione dell’N ammoniacale proveniente dalla 
riduzione di NO3- (Oaks e Hirel, 1985). In alcune specie, in condizioni di senescenza 
(Pérez-Rodriguez e Valpuesta, 1996), stress idrico (Bauer et al., 1997) o attacchi di 
patogeni (Pérez-Garcia et al., 1998), la GS1 è indotta anche nelle foglie; in questi casi, 
quindi, è stato ipotizzato che possa avere un ruolo anche nel riciclo dell’ammoniaca 
proveniente dal metabolismo catabolico degli aminoacidi. 
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Per quanto riguarda la GOGAT, se ne conoscono due forme distinte: una ferredossina-
dipendente e una piridin nucleotide-dipendente (Temple et al., 1998). Queste due forme 
differiscono per la massa molecolare, la composizione aminoacidica, la specificità per 
l’agente riducente e la funzione metabolica (Temple et al., 1998). La fd-GOGAT è una 
ferro-zolfo-proteina costituita da una sola unità proteica, avente massa di 130-180 kDa, e si 
trova nei cloroplasti (Sechley et al., 1992). Anche la NADH-GOGAT è una ferro-zolfo-
proteina, è costituita da una sola unità proteica di 220-230 kDa e diversamente dall’altra 
forma è localizzata principalmente in tessuti non fotosintetizzanti (Temple et al., 1998). 
Un altro enzima che interviene nel processo di organicazione dell’N è la glutammato 
deidrogenasi (GDH), catalizzando la seguente reazione: 
 
"-chetoglutarato + NH4+ + NADH+H+    glutammato + NAD+ + H2O 
 
La GDH è un esamero le cui subunità proteiche hanno massa di 441-445 kDa ciascuna 
(Loulakakis e Roubelakis-Angelakis, 1996) ed è ampiamente distribuito nella pianta. A 
causa della sua scarsa affinità nei confronti di NH4+, la GDH generalmente non è 
responsabile dell’organicazione dell’N, fatta eccezione per la formazione della riserva 
azotata, di frutti e semi (Lea e Ireland, 1999). 
La regolazione del processo di assimilazione di NO3- è di tipo enzimatico. Fra gli enzimi 
coinvolti quello che ha la maggiore influenza sulla regolazione del processo è la NR. La 
regolazione della NR, come degli altri enzimi coinvolti nel processo di assimilazione 
dell’N, può avvenire sia a livello trascrizionale sia post-trascrizionale. A livello 
trascrizionale i fattori di regolazione agiscono sulla trascrizione del gene codificante la 
proteina della NR. Il controllo a livello post-trascrizionale è più rapido (Kaiser e Brendle-
Behnisch, 1991; MacKintosh, 1992; Lillo et al., 2004) e serve per evitare l’accumulo di 
NO3- durante le ore di buio o in caso di un improvviso ombreggiamento. In questo caso, la 
regolazione è legata alla fosforilazione della NR e al suo legame con proteine inibitrici 
(Kaiser e Brendle-Behnisch, 1991; MacKintosh, 1992; Lillo et al., 2004) (Fig. 7). 
Le proteine coinvolte nel meccanismo di regolazione post-trascrizionale appartengono a 
due gruppi diversi e il modello di regolazione che è stato proposto si sviluppa in due stadi: 
dapprima si ha la fosforilazione, reversibile e ad opera di una chinasi, della NR almeno su 
un residuo di serina (Glaab e Kaiser, 1995; Campbell, 1999), successivamente, quindi, la 
NR fosforilata si lega ad un fattore chiamato NIP (Nitrate reductase Inactivator Protein) 
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che agisce interrompendo il trasporto di elettroni fra il cyt-b557 e il dominio del MoCo 
(Glaab e Kaiser, 1995; MacKintosh et al., 1995) (Fig. 7).  
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Figura 7. Schema sintetico dei meccanismi di regolazione della nitrato riduttasi (NR) 
(Heldt, 2005). 
 
Il NIP è stato identificato come un insieme di proteine appartenenti alla famiglia 14-3-3 
(Bachmann et al., 1996; Moorhead et al, 1996; Athwal et al., 1998a; Kanamara et al., 
1999). I cationi bivalenti, come ad esempio Mg2+, possono legarsi alla proteine 14-3-3 
determinandone un cambiamento nella conformazione che risulta necessario per la 
formazione del complesso NR/14-3-3 (Athwal et al., 1998b). È stato ipotizzato che la 
fosforilazione del residuo di serina serva a provocare il distacco dalla NR di un fattore di 
attivazione (NAF) che altrimenti impedirebbe l’attacco delle proteine 14-3-3 (Lillo et al., 
1997). La riattivazione della NR avviene ad opera della NRfosfatasi che idrolizza il legame 
fra serina e gruppo fosfato causando il rilascio della proteina inibitrice (NIP) dall’enzima 
(Glaab e Kaiser, 1995; McKintosh et al., 1995; Campbell, 1999). 
A causa del suo alto tasso di degradazione, la NR ha una vita media di un paio d’ore; 
quindi questa proteina è continuamente sintetizzata (Campbell, 1999). Agendo sulla sua 
sintesi è quindi possibile modificare la NRA durante la giornata o quando variano le 
condizioni di crescita della pianta (Campbell, 1999). 
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A livello trascrizionale la NR è stimolata principalmente da NO3- (Wang et al., 2000; 
Wang et al., 2004) e dalla luce (Lillo, 2008), oltre che, in misura minore, dal glucosio e 
dagli altri carboidrati (Lejay et al., 2003). Risulta invece inibita da NH4+, glutammina e 
altri aminoacidi (Forde, 2002). Questo tipo di regolazione avviene in maniera piuttosto 
lenta (Campbell, 1999). L’effetto del NO3- e della luce sulla regolazione a livello 
trascrizionale della NR varia in base alla specie vegetale considerata, al tipo di tessuto e 
alle condizioni sperimentali (Ali et al., 2007). Ad esempio in riso è l’ NO3- ad avere il ruolo 
principale mentre la luce ha un’importanza minore (Ali et al., 2007). La regolazione 
operata a livello trascrizionale dalla luce potrebbe avvenire in modo indiretto attraverso 
l’aumento dell’attività fotosintetica (Cheng et al., 1992; Vincentz et al., 1993). A sostegno 
di questa ipotesi in alcuni studi è stato dimostrato che la somministrazione di carboidrati 
può, almeno parzialmente, sostituire la luce nell’indurre la trascrizione della NR (Cheng et 
al., 1992; Vincentz et al., 1993). In un certo numero di specie è stato osservato che una 
regolazione trascrizionale positiva della NR possa essere operata anche dalle citochinine 
(Lu et al., 1992; Suty et al., 1993). 
A livello post-trascrizionale nella regolazione della NRA interviene la NRchinasi, che 
catalizza la reazione di fosforilazione dell’enzima (Glaab e Kaiser, 1995; McKintosh et al., 
1995; Campbell, 1999). Dal momento che la NRchinasi è inibita dai triosi-fosfato prodotti 
dalla fotosintesi, e da altri esteri fosfati, mentre risulta stimolata da ioni Ca2+ (Glaab e 
Kaiser, 1995; Campbell, 1999); questo tipo di regolazione fa si che la NR sia attiva solo 
quando è attivo il processo di organicazione della CO2 con la formazione degli scheletri 
carboniosi necessari alla sintesi degli aminoacidi (Glaab e Kaiser, 1995; McKintosh et al., 
1995; Campbell, 1999). 
Inoltre, la fosforilazione e il legame con le proteine 14-3-3 innescano il processo di 
degradazione della NR (Huber e Kaiser, 1997). La permanenza al buio delle piante 
determina un incremento dei legami fra NR e proteine 14-3-3, con conseguente aumento 
del tasso di degradazione della NR (Weiner e Kaiser, 1999). 
In molti casi un aumento della concentrazione di NO3- nel substrato di crescita determina 
un forte aumento della NRA (Chen et al., 2004). È l’NO3-  appartenente al pool metabolico 
a regolare la NRA (Ferrari et al., 1973; Aslam et al., 1976; Galangau et al., 1988; Aslam et 
al., 2001; Cookson et al., 2005). La NRA è positivamente e fortemente influenzata dal 
livello di NO3- citosolico (Ferrari et al., 1973; Aslam et al., 1976; Aslam et al., 2001; 
Cookson et al., 2005), soprattutto a basse concentrazioni e fino ad una soglia che dipende 
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dalla specie vegetale, dalla disponibilità di N nel terreno, dall’intensità luminosa, dalla 
disponibilità idrica, ecc. (Chen et al., 2004). 
L’ NO2- regola in maniera negativa la NRA, soprattutto in condizioni di buio; hanno un 
effetto simile anche l’N ammoniacale e la glutammina (Shankar e Srivastava, 1998; Ali et 
al., 2007). Invece hanno un effetto positivo sulla NRA il glutammato e l’"-chetoglutarato 
(Ali et al., 2007). 
Anche se in misura minore, anche gli altri enzimi coinvolti nel processo possono 
contribuire alla sua regolazione. Almeno a livello trascrizionale è stato osservato che 
l’espressione della NiR segue quella della NR e avviene in risposta a stimoli sia interni che 
esterni, come concentrazione di NO3- e luce (Sivasankar e Oaks, 1996).  
L’ NO3- agisce positivamente nella regolazione dell’attività delle NiR mediante l’induzione 
di un enzima specifico per la sintesi del sireme (Sakakibara et al., 1996) che si traduce in 
un aumento dell’attività dell’enzima (Ali et al., 2007). Lo ione NH4+, invece, in presenza di 
luce, inibisce l’attività della NiR (Ali et al., 2007). Il glutammato e l’"-chetoglutarato non 
influenzano l’attività della NiR alla luce ma ne determinano un aumento al buio (Ali et al., 
2007). 
L’azione della GS e della GOGAT è regolata da fattori legati al tipo di organo e allo stadio 
di sviluppo, dalla forma di N disponibile nel mezzo di crescita, dalla qualità e dall’intensità 
della radiazione luminosa (Lea e Ireland, 1999). Generalmente, ad una maggiore irradianza 
corrisponde una maggiore assimilazione di N e quindi una maggiore attività di questi 
enzimi (Lea, 1990; Lea e Ireland, 1999). La GS ha una grande affinità per l’NH4+ ed è 
attivata da alti valori di ATP, di magnesio e di pH, tutte condizioni che si verificano nei 
cloroplasti alla luce (Lea et al., 1990). 
 
2.4 FATTORI CHE INFLUENZANO L’ACCUMULO DEI NITRATI 
I fattori che influenzano l’assorbimento e l’accumulo di NO3- possono essere di tipo 
genetico, ambientale o colturale (Maynard et al., 1976; Corré e Breimer, 1979; Santamaria 
et al., 2001). Inoltre, nella stessa specie la concentrazione di NO3- varia con il tipo di 
organo considerato (Meah et al., 1994; Santamaria et al., 1999). 
I fattori di tipo genetico sono relativi alla diversa localizzazione, radicale oppure fogliare, 
ed attività della NR (Pate, 1973); oppure al rapporto non equilibrato fra assorbimento e 
NRA, alla diversa capacità di assorbimento, di traslocazione e assimilazione dell’ NO3- 
(Maynard et al., 1976). 
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Ci sono famiglie botaniche che hanno una maggiore tendenza all’accumulo di NO3-; come 
ad esempio le Brassicaceae le Chenopodiaceae, le Apiaceae e le Asteracceae (Corrè e 
Breimer, 1979; Santamaria et al., 1999) (Tab. 3). Il contenuto di NO3- varia anche 
all’interno della specie, tra le cultivar e tra genotipi con diversa ploidia (Blom-Zandstra e 
Eenink, 1986). Sono state riscontrate differenze in termini di concentrazione di NO3- nei 
tessuti vegetali di diversi genotipi appartenenti alla stessa specie per quanto riguarda molte 
specie di carota (Gutezeit e Fink, 1999), di sedano rapa (Deroleze e Vulsteke, 1985), di 
lattuga (Reinink et al., 1987), di indivia (Renink et al., 1994) e di spinacio (Cantliffe, 
1973). 
I fattori ambientali che influenzano il contenuto di NO3- nelle piante sono: irradianza, 
fotoperiodo, temperatura, umidità atmosferica e contenuto idrico del mezzo di crescita 
(terreno o substrato). 
 
Tabella 3. Classificazione degli ortaggi in base al contenuto di nitrati (mg/kg p.f.) 
(Santamaria, 2006). 
MOLTO BASSO 
(<200) 
BASSO 
(200-500) 
MEDIO 
(500-1000) 
ALTO 
(1000-2500) 
MOLTO ALTO 
(>2500) 
Carciofo Broccoli Cavolo Sedano-rapa Sedano 
Asparago Carota Cime di rapa Cavolo cinese Cerfoglio 
Fave  Cavolfiore Aneto Indivia Crescione 
Cavoletti di Bruxelles Cetriolo Radicchio Scarola Valerianella 
Melanzana Zucca Verza Finocchio Lattuga 
Aglio Puntarelle Rapa Cavolo-rapa Ravanello 
Cipolla   Cicoria da foglie Barbabietola rossa 
Fagiolini verdi   Porro Rucola 
Melone   Prezzemolo Spinacio 
Piselli    Bietola 
Peperone     
Patata     
Zucchino     
Patata dolce     
Pomodoro     
Anguria     
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Le piante tendono ad accumulare NO3- soprattutto nella stagione autunno-invernale quando 
la minore intensità luminosa e il fotoperiodo più breve riducono la disponibilità di 
radiazione per la fotosintesi (Corré e Breimer, 1979; Dennis e Wilson, 2003) e di 
conseguenza la NRA (Lorenz, 1978). La bassa intensità luminosa determina, in generale, 
una scarsa efficienza d’uso dell’N, che porta ad un maggior accumulo di NO3- (Blom-
Zandstra, 1989). 
L’accumulo di NO3- in presenza di scarsa illuminazione è spiegabile con due meccanismi: 
1) la regolazione dell’assorbimento di NO3- è lenta e quindi non è in grado di adattarlo 
alla riduzione della richiesta di N organico conseguente al ridotto accrescimento 
(Cárdenas-Navarro et al., 1998); 
2) come già anticipato, l’NO3- agisce da osmolita al posto dei composti organici, che sono 
prodotti in quantità insufficienti a causa della scarsa attività fotosintetica (Steingröver 
et al., 1986a; 1986b; Behr e Wiebe, 1992; McIntyre, 1997). 
La lunghezza del fotoperiodo non influenzerebbe la NRA ma piuttosto l’assorbimento di 
NO3-, che risulta minore in condizione di giorni lunghi (Steingröver et al., 1986b). Questo 
sarebbe dovuto ad una regolazione a feedback effettuata dagli amminoacidi, sintetizzati 
nelle foglie e traslocati nelle radici, dove inibiscono l’assorbimento di NO3- dal terreno 
(Steingröver et al., 1986b). 
La temperatura agisce sul contenuto di NO3-  nei tessuti vegetali influenzando i processi di 
assorbimento, traslocazione e assimilazione. In generale, si può dire che un aumento della 
temperatura determina un incremento dell’accumulo di NO3- nei tessuti vegetali (Malorgio 
et al., 1995), mentre una sua diminuzione comporta una riduzione del contenuto di NO3- 
(Behr e Wiebe, 1992; Lainè et al., 1993). 
Sia l’elevata disponibilità idrica sia la siccità possono favorire l’accumulo di NO3-; nel 
primo caso è favorito l’assorbimento di NO3- (Patruno, 1987) mentre nel secondo la NRA è 
inibita prima rispetto all’assorbimento radicale di NO3- (Maynard et al., 1976). 
Il contenuto di NO3- varia nell’arco della giornata; ad esempio, in rapa (Elia et al., 1997), 
indivia (Santamaria et al., 1997) e scalogno (Chang et al., 2013), sono stati riscontrati 
livelli più bassi di NO3- nelle foglie durante le ore pomeridiane; al contrario, in basilico nel 
pomeriggio sono stati osservati contenuti maggiori di NO3- (Chang et al., 2013). 
Appartengono ai fattori colturali: la quantità di N somministrato alle piante e la forma 
chimica usata, la disponibilità di altri nutrienti, etc. (Maynard et al., 1976; Corrè e Breimer, 
1979; Santamaria et al., 2001). 
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Uno dei fattori maggiormente coinvolti nei processi di assorbimento e accumulo di NO3-  è 
la quantità di N disponibile per le piante nel mezzo di crescita (Cantliffe, 1973; Maynard et 
al., 1976; Santamaria et al., 1997; Santamaria et al., 2001). Generalmente ad una maggiore 
concentrazione di N nel mezzo di crescita corrisponde un maggiore contenuto di NO3- nelle 
piante (Cantliffe, 1973; Maynard et al., 1976; Santamaria et al., 1997; Santamaria et al., 
2001). 
Il contenuto di NO3-  all’interno della pianta varia anche in base al tipo di organo; è 
maggiore nei piccioli, decresce poi nelle foglie, negli steli, nelle radici, nelle infiorescenze, 
nei tuberi, nei bulbi e nei frutti, fino ad avere il livello più basso nei semi (Meah et al., 
1994; Santamaria et al., 1999). L’elevato contenuto nei piccioli e negli steli è dovuto al 
fatto che NO3- si trova localizzato principalmente nel tessuto xilematico, e questi organi 
sono particolarmente ricchi di tale tessuto (Pate, 1973). Anche la quantità di nervature 
presenti in diversi tipi di foglie, esterne ed interne, in radicchio, ne può influenzare il 
contenuto di NO3-  (Pimpini et al., 2000). Il floema invece trasporta N solamente in forma 
organica, questo determina il basso contenuto in NO3- di semi e frutti, in quanto questi 
ricevono l’N principalmente attraverso il floema (Quinche e Dvorak, 1980). 
La minor efficienza fotosintetica e la maggiore dimensione dei vacuoli delle cellule più 
vecchie, fa si che nei tessuti più vecchi siano presenti maggiori concentrazioni di NO3-; 
differenza che si accentua in condizione di bassa intensità luminosa (Maynard et al., 1976). 
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Cap. 3 – PARTE SPERIMENTALE 
 
3.1 INTRODUZIONE 
La tesi ha come obbiettivo generale quello di studiare l’accumulo di N e di NO3- nel 
basilico coltivato in idroponica, mediante la tecnica del “Floating System”, in presenza o 
meno di un eccesso di B nella soluzione nutritiva. Lo studio rientra in una ricerca più 
ampia sugli effetti della tossicità da B sugli ortaggi (Progetto PRIN 2009 “Risposta 
fisiologica di alcune specie ortive all’eccesso di boro”). L’idea progettuale è nata da una 
serie di considerazioni riguardanti la coltivazione idroponica del basilico, che può 
determinare un eccessivo accumulo di NO3- nei tessuti fogliari, e gli effetti sulle piante di 
un’eccessiva concentrazione di B nell’acqua irrigua. 
La scelta del metodo di coltivazione in idroponica è stata dettata sia dalla maggiore 
possibilità di controllo delle condizioni sperimentali, sia dal fatto che questa tecnica è 
largamente utilizzata per la produzione del basilico, per la quale comporta dei vantaggi non 
trascurabili. 
 
La coltivazione del basilico 
Il basilico (Ocimum basilicum L., appartenente alla famiglia delle Lamiaceae) è una pianta 
annuale originaria dell’India e diffusa in tutto il mondo, soprattutto in Asia, Africa, Sud 
America e nell’Area Mediterranea. Il basilico ha una rilevante importanza come erba 
medicinale e come spezia per l’uso in cucina, oltre che per l’uso tradizionale nella 
preparazione del “pesto genovese”. In commercio si trova fresco, congelato o essiccato. 
Fra i principali composti che determinano benefici per la salute ci sono quelli che hanno 
azione antiossidante, quali vitamina C, vitamina E, carotenoidi e composti fenolici come 
l’acido rosmarinico (Rice-Evans et al, 1996; Loughrin e Kasperbauer, 2001; Sgherri et al, 
2003; Tsai et al, 2007). Il basilico è anche molto ricco in oli essenziali. 
Il basilico è largamente coltivato sia in pieno campo sia in coltura protetta. Negli ultimi 
anni si è diffusa la coltivazione in idroponica di questa pianta aromatica.  
La coltivazione in idroponica in serra, in effetti, consente di standardizzare le condizioni di 
coltivazione, ottimizzando il processo di produzione (Canter et al., 2005). Il prodotto 
ottenuto con la coltivazione in idroponica risulta pulito e privo di molti agenti contaminanti 
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che spesso si ritrovano nelle piante coltivate a terra (Pardossi et al., 2006). La tecnica 
idroponica più utilizzata per il basilico è il “Floating System”; sistema di coltivazione 
basato sull’impiego di semplici vasche riempite con soluzione nutritiva arieggiata sulla 
quale galleggiano pannelli di polistirolo perforato che fungono da supporto per le piantine 
(idroponica galleggiante). Tale tecnica è utilizzata generalmente per la coltivazione di 
vegetali da foglia (Miceli et al., 2003). Questo tipo di coltivazione richiede minor 
investimenti e costi di gestione rispetto ad altre tecniche idroponiche (Galloway, 1996) ma 
la sua applicazione è limitata agli ortaggi coltivati per brevi periodi e ad alta densità come 
ad esempio rucola, lattuga e spinacio, oltre appunto al basilico (Miceli et al., 2003). 
 
Nutrizione azotata del basilico 
In basilico la concimazione azotata risulta essenziale se si vuole ottenere un prodotto di 
qualità e in quantità elevate (Golcz et al., 2006). La somministrazione di N è ad esempio 
uno dei fattori che maggiormente influenza la composizione e la quantità degli oli 
essenziali (Politycka e Golcz, 2004; Daneshian et al., 2009).  
Concimazioni azotate eccessive o effettuate in maniera non corretta possono però portare 
ad un aumento eccessivo del contenuto di NO3- nelle foglie (Biesiada e Ku#, 2010). Il 
basilico è considerato una specie con una moderata tendenza ad accumulare NO3- (Biesiada 
e Ku#, 2010). I valori del contenuto di NO3- nel basilico riportati in letteratura sono molto 
variabili, da 321 a 5250 mg/kg p.f., in dipendenza anche della disponibilità di N nel mezzo 
di crescita (Majkowska-Gadomska et al., 2009; Seidler-Lo$ykowska et al., 2009; Biesiada 
e Ku#, 2010; Chang et al., 2013). 
Si conoscono molte varietà di basilico, alcune a foglie viola utilizzate soprattutto per scopi 
ornamentali. Secondo alcuni autori, le varietà viola contengono più NO3- delle varietà a 
foglia verde (Majkowska-Gadomska et al., 2009; Biesiada e Ku#, 2010). 
La concentrazione del NO2- nelle foglie ha un andamento piuttosto diverso rispetto a quello 
di NO3- , con un range di concentrazioni molto più stretto, che va da 1,9 a 4,9 mg/kg p.f. 
(Chang et al., 2013). 
 
Effetto dell’eccesso di B 
Il B è un elemento essenziale per la vita delle piante, soprattutto perché interviene a livello 
della parete cellulare regolandone la dimensione dei pori e stabilizzandone la componente 
pectinica (Brown et al., 2002), attraverso l’integrazione della sua struttura con il complesso 
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ramnogalatturonani II-borato, che forma legami covalenti fra ramnogalatturonani II e 
omogalatturonani (Ishii e Matsunaga, 2001). Il B è anche coinvolto nel metabolismo dei 
carboidrati, con i quali forma dei complessi favorendone il movimento all’interno dei vasi 
conduttori (Katyal e Randhawa, 1983). Si pensa inoltre che il B vada a complessare i 
composti fenolici riducendone la tossicità per i tessuti vegetali; azione che spiegherebbe la 
formazione di zone necrotiche in condizioni di carenza di B (Lee e Arnoff, 1967). 
Interviene, infine, nella regolazione dei flussi idrici all’interno delle piante, aiutando a 
mantenerli ad un livello ottimale (Sharma e Ranchandra, 1990). 
Nei sistemi di produzione agricola possono insorgere condizioni di carenza di B, 
soprattutto in zone umide e piovose, o al contrario di tossicità, per un’eccessiva 
concentrazione di questo elemento nel terreno e/o nelle acque irrigue (Gupta et al., 1985; 
Kot, 2008; Tanaka e Fujiwara, 2008). 
Le piante a livello radicale assorbono il B come acido borico (Tanaka e Fujiwara, 2008). In 
condizioni non limitanti per quanto riguarda la disponibilità di B nel terreno, 
l’assorbimento avviene principalmente in modo passivo mentre in presenza di 
concentrazioni limitanti l’assorbimento è di tipo attivo, cioè attraverso trasportatori 
specifici (BOR) o canali regolati dall’attività di particolari proteine (Tanaka e Fujiwara, 
2008). 
Il B è traslocato all’interno delle piante secondo due meccanismi. Il primo è tipico di molte 
specie di ortaggi compreso il basilico, e implica un trasporto esclusivamente attraverso lo 
xilema (Brown e Shelp, 1997; Noguchi et al, 2000). In questo caso, il B tende ad 
accumularsi nelle foglie (in particolare ai margini), che quindi sono gli organi più colpiti in 
condizioni di eccesso di B (Brown e Shelp, 1997; Noguchi et al, 2000). Il secondo 
meccanismo caratterizza alcune specie arboree come melo, pero e pesco, e prevede anche 
una ritraslocazione del B attraverso il floema, grazie al legame di questo elemento con dei 
polialcoli come mannitolo e sorbitolo (Brown e Shelp, 1997; Noguchi et al, 2000). 
 
La tossicità da B si manifesta con aree clorotiche, che successivamente evolvono in 
necrosi, localizzate inizialmente in prossimità del margine fogliare per poi espandersi verso 
l’interno della foglia (Nable et al., 1997). La concentrazione di B in queste aree risulta 
superiore rispetto a quella presente nelle zone di tessuto apparentemente sano (Nable et al., 
1997). Le foglie che presentano tali sintomi sono soggette ad uno sviluppo ridotto e hanno 
una ridotta attività fotosintetica e traspiratoria (Nable et al., 1997). I danni alla produzione 
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dovuti alla tossicità del B possono essere più o meno rilevanti in base alla durata del ciclo 
produttivo della coltura d’interesse e alla precocità con cui si manifestano i sintomi; si ha 
un limitato effetto della tossicità sulla produzione, in caso di colture a ciclo breve, se i 
sintomi si manifestano tardi e se sono colpite principalmente le foglie più vecchie (Nable et 
al., 1997). 
La tolleranza delle piante alla tossicità da B varia da specie a specie e può essere limitata a 
singoli organi o riguardare l’intera pianta (Nable et al., 1997). Secondo Nable et al. (1997), 
in frumento, pomodoro, girasole, limone, carciofo e in alcune leguminose, le varietà più 
tolleranti presentano anche una concentrazione di B nei tessuti significativamente inferiore 
rispetto a quelle meno tolleranti. In questo caso, la tolleranza sarebbe legata ad un 
meccanismo di esclusione del B (Nable et al., 1997). Altri studi hanno mostrato che piante 
di Arabidopsis thaliana (L.) Heynh che sovraesprimono il gene atBOR4, e che quindi 
possiedono un numero maggiori di trasportatori BOR, hanno una maggiore tolleranza al B, 
dovuta ad una superiore capacità di allontanare il B dal citoplasma (Miwa et al., 2007; 
Sutton et al., 2007). 
 
Interazione fra B e metabolismo azotato 
Soltanto pochi studi hanno esaminato la relazione esistente fra eccesso di B e metabolismo 
azotato.  
In pomodoro e peperone, Eraslan et al. (2007a) hanno registrato un aumento della NRA, 
della concentrazione di prolina e della permeabilità cellulare in condizioni di eccesso di B. 
Al contrario, Mahboobi et al. (2002), in grano e orzo, e Cervilla et al. (2008), in pomodoro, 
hanno riscontrato una riduzione della NRA nelle piante sottoposte ad un eccesso di B. 
Secondo Mahboobi et al. (2002), questa riduzione non è dovuta unicamente all’effetto 
diretto del B ma anche una riduzione della richiesta di N organico in conseguenza della 
minore crescita. 
Mahboobi et al. (2002) e Cervilla et al. (2008) hanno osservato anche un aumento 
dell’attività della GDH in presenza di concentrazioni tossiche di B. Cervilla et al. (2008), 
inoltre, hanno registrato anche un aumento dell’attività di GS e GOGAT, suggerendo che 
questi enzimi potrebbero svolgere un ruolo protettivo nei confronti del B. Cervilla et al. 
(2008), inoltre, hanno osservato, sempre in pomodoro, che l’eccesso di B riduceva il 
contenuto dell’N ridotto, del NO3- e delle proteine solubili, ma aumentava il contenuto di 
aminoacidi. La minor concentrazione di NO3- potrebbe essere dovuta a cambiamenti di 
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natura elettrochimica della membrana plasmatica, che porterebbero ad una riduzione 
dell’assorbimento o del trasporto del NO3- (Cervilla et al., 2008).  
 
3.2 OBIETTIVI E APPROCCIO SPERIMENTALE 
Sono stati condotti tre esperimenti per studiare gli effetti di una diversa concentrazioni di 
NO3- e di B nella soluzione nutritiva sulla crescita e il contenuto minerale di piante di 
basilico coltivato in idroponica in serra durante l’autunno del 2013. In due esperimenti è 
stato determinata anche la NRA (in vivo) nei tessuti delle foglie mediane. 
Tutti e tre gli esperimenti sono stati condotti usando due varietà di basilico che, in 
precedenti studi (Landi et al., 2013a, 2013b; Ziliani, 2013), avevano mostrato una diversa 
tolleranza all’eccesso di B: “Tigullio”, sensibile; “Red Rubin”, più resistente (Fig. 8). La 
prima varietà presenta foglie verdi e un accrescimento più veloce rispetto alla seconda, che 
ha le foglie di colore viola (più o meno intenso) grazie alla presenza di un’elevata 
concentrazione di antociani nelle cellule epidermiche. 
!
Figura 8. Piante delle due varietà di basilico allevate in idroponica con 20 mg/L di B nella 
soluzione nutritiva. La varietà viola (“Red Rubin”) è più tollerante all’eccesso di B della 
varietà verde ("Tigullio”), come indicato dalla minore incidenza dei tipici sintomi della 
tossicità da B (clorosi e necrosi fogliari). 
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In esperimenti condotti da Ziliani (2013) le piante, di entrambe le varietà, trattate con 
l’eccesso di B (20 mg/L di B), mostravano una concentrazione di NO3- significativamente 
maggiore rispetto ai controlli. La maggiore concentrazione di NO3- nelle piante allevate in 
presenza di alte concentrazioni di B potrebbe essere la conseguenza della minore attività 
fotosintetica (Landi et al., 2013a) e quindi della minore disponibilità di potere riducente 
necessario ai processi di riduzione dell’ NO3-. Il diverso comportamento in termini di 
suscettibilità all’eccesso di B e capacità di accumulare NO3- rende le varietà di basilico 
“Tigullio” e “Red Rubin” un interessante modello per lo studio dell’influenza di 
concentrazioni tossiche di B sul metabolismo dell’N e l’accumulo fogliare di NO3-. 
 
3.3 MATERIALI E METODI 
I tre esperimenti sono stati condotti all’interno di una serra in ferro e vetro nel periodo 
autunnale del 2013. Nella Tabella 4 sono riportati i dati cronologici e colturali (data di 
semina, trapianto, inizio e termine degli esperimenti; densità colturale; volume unitario di 
soluzione nutritiva e i dati relativi al clima) delle diverse prove. 
 
Tabella 4. Sintetica descrizione degli esperimenti 1, 2 e 3. 
 Esp. 1 Esp. 2 Esp. 3 
Semina 26 Agosto 2 Settembre 16 Settembre 
Trapianto 16 Settembre 9 Ottobre 28 Ottobre 
Inizio esperimento 23 Settembre 16 Ottobre 4 Novembre 
Fine esperimento 23 Ottobre 22 Novembre 12 Dicembre 
Età delle piante a fine esperimento 
(giorni dalla semina) 
59 81 88 
Durata del trattamento (giorni) 30 36 39 
Densità (n. di piante per vasca) 16 16 16 
Densità (n. di piante per m2) 26 26 26 
Volume sol. nutritiva (L/pianta) 3,12 3,12 3,12 
Temperatura media giornaliera (°C) 25,8 22,8 16,3 
Umidità relativa (%) 88,7 89,2 95,8 
Radiazione solare (MJ/m2%giorno) 5,6 3,8 3,4 
*Valori medi durante l’esperimento 
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I semi sono stati seminati all’interno di vassoi alveolati contenenti cubetti (plug) di lana di 
roccia, e messi a germinare in una camera di crescita. Le piantine sono state poi trasferite 
in serra subito dopo l’emergenza e, dopo circa una settimana sono state trapiantate nei 
vassoi utilizzati per il “Floating System”. Il trattamento con le diverse concentrazioni di B 
e N è iniziato una settimana dopo il trapianto ed è durato da 30 a 39 giorni.  
Le condizioni climatiche all’interno della serra, nel periodo durante il quale sono stati 
condotti gli esperimenti, sono state in linea con quelle che normalmente caratterizzano le 
zone Mediterranee nel periodo autunnale (Fig. 9). La temperatura dell’aria è diminuita nel 
corso della stagione, con valori massimi superiori a 30°C e minimi inferiori a 5°C. Anche 
la radiazione luminosa è diminuita nel corso della stagione, sia in termini di intensità che 
ovviamente di fotoperiodo (Fig. 9). 
Sono state preparate quattro soluzioni nutritive derivanti dalla combinazione di due 
concentrazioni di N (10 e 20 mM) e due concentrazioni di B (0,25 e 20 mg/L,). Per ogni 
combinazione di concentrazione di B e N in soluzione nutritiva sono state effettuate tre 
repliche. In tutti i casi è stata usata acqua piovana (EC = 0,26 dS/m). Il B era aggiunto 
come acido borico. 
La composizione della soluzione con 10 mM di N era la seguente: N-NO3 9,50 mM, N-
NH4 0,86 mM, P-PO4 1 mM, K 10 mM, Ca 5,02 mM, Mg 1,50 mM, per quanto riguarda i 
macroelementi e Na 0,48 mM, S-SO4 5,95 mM, Cl 1,23 mM, Fe 40 !M, Cu 3,6 !M, Zn 
9,2 !M, Mn 10,9 !M, Mo 1 !M, relativamente ai microelementi. La composizione della 
soluzione con 20 mM di N era invece la seguente: N-NO3 19 mM, N-NH4 1,30 mM, P-
PO4 1 mM, K 10 mM, Ca 7,32 mM, Mg 3,84 mM, per i macroelementi e Na 0,48 mM, S-
SO4 5,95 mM, Cl 1,48 mM, Fe 40 !M, Cu 3,6 !M, Zn 9,2 !M, Mn 10,9 !M, Mo 1!M per 
i microelementi. 
I sali utilizzati per la preparazione della soluzione con 10 mM di N sono stati: nitrato di 
calcio agricolo, cloruro di calcio diidrato, solfato di magnesio tecnico, fosfato 
monopotassico e solfato di potassio. Per l’altra soluzione (20 mM di N) i sali utilizzati 
sono stati: nitrato di calcio agricolo, cloruro di calcio diidrato, solfato di magnesio tecnico, 
nitrato di magnesio, fosfato monopotassico e solfato di potassio. Per entrambe le soluzioni 
nutritive sono stati utilizzati anche dei chelati (EDDHA o EDTA) di Fe, Cu e Mn, e del 
molibdato di sodio. Non è stato aggiunto Zn in quanto la concentrazione di questo 
elemento nell’acqua piovana era sufficiente, a causa probabilmente della contaminazione 
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da parte della struttura zincata della serra. L’acqua piovana, infatti, era quella raccolta dalle 
gronde della serra e conteneva anche piccole quantità di Ca, Mg, Na e SO4--. 
I valori della EC delle soluzioni erano di 2,51 dS/m per quella con 10 mM di N e 3,43 
dS/m per quella con 20 mM di N. 
Quasi tutti i giorni veniva effettuato il controllo di EC e pH della soluzione e se necessario 
si interveniva per riportare il pH a valori prossimi a 5,7, tale correzione era effettuata con 
acido solforico al 20%. In tutti e tre gli esperimenti la soluzione nutritiva era arieggiata 
mediante un compressore e rinnovata con cadenza settimanale. 
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Figura 9. Valori medi della temperatura dell’aria e della radiazione solare all’interno della 
serra utilizzata per gli esperimenti sul basilico. Le barre orizzontali indicano il periodo del 
trattamento sperimentale nelle prove. 
 
Determinazioni analitiche 
Al termine di ogni esperimento le piante sono state campionate per effettuare le analisi in 
laboratorio; sono stati raccolti tre campioni per ogni trattamento. 
I campioni sono stati lavati, prima con acqua potabile e poi deionizzata, pesati e fatti 
asciugare in stufa ventilata a 80°C fino a peso costante. I campioni asciutti sono stati 
nuovamente pesati; successivamente sono stati tritati e digeriti a caldo in ambiente acido 
(240 °C, 2 ore; miscela 5:2 v/v di acido nitrico 65% e perclorico 65%) all’interno di tubi di 
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teflon (B-free). Sul prodotto digerito si è stato determinato il contenuto dei seguenti 
elementi: 
1) B con il metodo dell’Azometina-H (Page et al., 1982); 
2) P con il metodo del molibdato (Olsen et al., 1982); 
3) K, Ca, Mg e altri microelementi (Fe, Mn, Zn e Cu) con uno spettrofotometro ad 
assorbimento atomico (Varian Model Spectra-AA240 FS, Australia). 
Sui campioni disidratati è stato determinato il contenuto di N-NO3- e N ridotto. Per la 
determinazione del contenuto di N-NO3- l’estrazione dei campioni è stata effettuata con 
acqua distillata e il contenuto di N-NO3-, nella soluzione ottenuta con l’estrazione, è stato 
determinato con il metodo colorimetrico dell’acido salicilico (Cataldo et al., 1975). Per la 
determinazione dell’N ridotto è stato utilizzato il metodo Kjeldahl (Kacar, 1972). 
Nell’esperimento 3, i campioni sono stati suddivisi in foglie apicali, foglie mediane, foglie 
basali, fusti e radici; tutti i campioni così ottenuti sono stati trattati nello stesso modo e 
sottoposti alle medesime analisi effettuate sui campioni degli esperimenti precedenti. 
Tutti i dati sono stati sottoposti all’analisi della varianza a tre vie, impiegando il software 
“Statgraphics”. Il confronto tra le medie è stato effettuato usando il test della minima 
differenza significativa. 
Al termine di tutti e tre gli esperimenti è stata effettuata, sulle foglie mediane, anche 
l’analisi della NRA. Tale analisi è stata eseguita in vivo misurando per via colorimetrica la 
quantità di NO2- che si forma nei campioni (dischetti fogliari) in presenza di una 
concentrazione non limitante di NO3-. 
L’altro metodo di misura della NRA, detto in vitro, prevede l’estrazione e la purificazione 
dell’enzima, di cui poi si misura l’attività sempre misurando la quantità di NO2- formato 
(Brunetti e Hageman, 1976). I valori di attività che si ottengono generalmente sono 
maggiori con il metodo in vitro rispetto a quello in vivo ma entrambi i metodi forniscono in 
genere lo stesso andamento della NRA in piante coltivate nelle stesse condizioni e 
campionate allo stesso momento (Brunetti e Hageman, 1976). 
Il protocollo di analisi è stato predisposto in base a quanto riportato da Chopra (1983), 
Privalle et al.(1989), e Vogel e Dawson (1991). 
Per effettuare l’analisi sono stati pesati 0,3 g di campione ottenuto tagliando una porzione 
di foglia raccolta; il campione così ottenuto è stato riposto in una provetta da 10 mL 
immersa nel ghiaccio. Per ogni trattamento sono stati prelevati due campioni, denominati t0 
e t30, e sono state effettuate 4 repliche. Ad ogni campione t0 sono stati aggiunti 5 mL della 
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soluzione tampone A, mentre ad ogni campione t30 sono stati aggiunti 5mL della soluzione 
tampone B. La soluzione tampone A conteneva: 100 mM di tampone fosfato a pH 7,5 e 5% 
(v/v) di isopropanolo. La soluzione tampone B conteneva: 100 mM di tampone fosfato a 
pH 7,5, 30 mM di KNO3 e 5% (v/v) di isopropanolo. I campioni t0 sono stati posti a bagno 
in acqua bollente per 5-10 minuti e successivamente lasciati raffreddare a temperatura 
ambiente. I campioni t30 sono stati posti in un bagno termostatato a 30°C per 30 minuti e 
mantenuti in agitazione. Al termine dell’incubazione i campioni t30 sono stati posti in 
acqua bollente per 5-10 minuti e successivamente lasciati raffreddare a temperatura 
ambiente. Quando le provette contenenti i campioni avevano raggiunto la temperatura 
ambiente sono stati aggiunti 5 mL di reattivo colorimetrico, preparato nel seguente modo: 
1% sulfanilamide in HCl 3,0 N, 0,02% N naftin-etilen-diamina-dicloruro. Dopo aver 
miscelato accuratamente il loro contenuto, le provette sono state poste al buio a 
temperatura ambiente per 15 minuti. A questo punto è stata determinata l’assorbanza dei 
campioni a 540 nm ed è stata calcolata la concentrazione di NO2-. in base alla curva di 
calibrazione, determinata usando soluzioni a diversa concentrazione di KNO2 (0; 2,5; 5; 
10; 20 e 25 .!M).  
Al temine dell’esperimento 1, l’analisi della NRA è stata effettuata, per entrambi i 
trattamenti alle diverse concentrazioni di B, solo sulle foglie mediane prelevate dalle piante 
di “Tigullio” trattate con 20 mM di N; la stessa analisi è stata ripetuta alle 8:00, alle 11:00 
e alle 14:30 del medesimo giorno. Mentre al termine degli esperimenti 2 e 3 l’analisi è 
stata eseguita, una sola volta alle 11:00, in tutti i trattamenti per entrambe le varietà. 
 
3.4 RISULTATI 
Dal momento che si sono ottenuti risultati simili in tutti e tre gli esperimenti, per chiarezza 
di esposizione si è scelto di esporre in maniera dettagliata solo i risultati del terzo 
esperimento, riferendoci ai precedenti solo nei casi particolarmente significativi. 
 
Crescita 
Come previsto, la cultivar “Tigullio” si è accresciuta di più dell’altra e alla fine 
dell’esperimento la biomassa secca delle piante a foglia verde era quasi il doppio di quella 
delle piante a foglie viola (Tab. 5).  
In questo esperimento, i tassi di crescita sono stati assai inferiori rispetto quelli osservati 
nelle due prove precedenti a causa dalle peggiori condizioni ambientali: sono stati infatti 
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registrati valori sensibilmente più bassi della radiazione solare e soprattutto della 
temperatura dell’aria (Tab. 4). La concentrazione di N in soluzione non ha avuto effetti 
importanti sulla produzione di biomassa (Tab. 5).  
 
Tabella 5. Effetto della concentrazione di nitrato e di boro nella soluzione nutritiva sul 
peso secco della parte aerea e delle radici di due cultivar di basilico, coltivate in 
idroponica, in serra, per 39 giorni nell’autunno del 2013 (Esperimento 3). 
Cultivar 
N-NO3- 
(mM) 
B 
(mg/L) 
Peso secco (g/pianta) 
Radici Parte aerea 
Tigullio 
10 
0,25 0,14 b 1,05 a 
 20 0,02 d 0,44 b 
 
20 
0,25 0,18 a 1,13 a 
 20 0,02 d 0,43 b 
Red Rubin 
10 
0,25 0,03 d 0,58 b 
 20 0,02 d 0,48 b 
 20 0,25 0,05 c 0,59 b 
 20 0,02 d 0,42 b 
ANOVA 
Cultivar (A)   *** *** 
Boro (B)   *** *** 
Nitrato (C)   ** ns 
A x B   *** *** 
A x C   ns ns 
B x C   ** ns 
A x B x C   ns ns 
a  L’analisi della varianza a tre vie (ANOVA) è stata utilizzata per valutare gli effetti della cultivar 
(A), del boro (B), del nitrato (C) e la loro interazione. La significatività è come segue: NS, non 
significativa; *, significativa al 5%; **, significativa all'1%; ***, significativa all'0,1%. I valori 
medi (n = 4) seguiti dalle stesse lettere non sono statisticamente differenti (P<0,05) in base al test 
LSD. 
 
Quando le piante sono state trattate con 20 mg/L di B, la crescita è stata fortemente inibita 
in “Tigullio”, soprattutto a livello radicale, indipendentemente dalla concentrazione di N 
della soluzione nutritiva (Tab. 5). Invece, non si sono osservate differenze significative nel 
caso della cultivar “Red Rubin” per quanto riguarda tutti i parametri determinati, ad 
eccezione di una leggera riduzione del peso secco delle radici nelle piante coltivate con la 
concentrazione di N più alta (Tab. 5). Rispetto all’altra cultivar, le piante di “Red Rubin” 
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hanno manifestato i tipici sintomi della tossicità da B più tardi e in modo assai meno 
marcato (Fig. 10).  
 
     !
Figura 10. Sintomi di tossicità del boro in due cultivar di basilico coltivate in idroponica, 
rispettivamente con 10 mM e 20 mM di N nella soluzione nutritiva, in serra, per 39 giorni 
nell’autunno del 2013 (Esperimento 3). 
 
Contenuto di azoto ridotto e nitrico 
Il contenuto di N ridotto delle radici e del fusto non è stato influenzato in modo 
significativo da nessuno dei fattori considerati né si sono osservate interazioni significative 
tra di loro (Tab. 6). Nelle piante sottoposte all’eccesso di B il contenuto di N nitrico ha 
subito una riduzione nelle radici e nei fusti di entrambe le varietà; nei fusti tale riduzione si 
è avuta solo quando le piante erano coltivate con la più alta concentrazione di N nella 
soluzione nutritiva (Tab. 6). Dai dati raccolti non emerge un gradiente del contenuto 
fogliare di N nitrico passando dalle foglie basali a quelle apicali; mediamente, il contenuto 
di N nitrico è stato leggermente più alto nelle foglie mediane (Tab. 6). Si è invece 
osservato un gradiente del contenuto di N ridotto, che è aumentato passando dalle foglie 
basali a quelle apicali (Tab. 6).  
Rispetto a “Tigullio”, “Red Rubin” aveva un maggior contenuto fogliare di N nitrico in 
tutti e tre i tipi di foglie considerati (Tab. 6), anche se le differenze tra le due varietà sono 
state più marcate nelle foglie basali. Quando si considera l’N ridotto, le differenze tra le 
due varietà sono state meno evidenti (Tab. 6); in generale, però, i livelli determinati in 
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“Red Rubin” (36-56 g/kg p.s.) sono stati leggermente inferiori a quelli dell’altra cultivar 
(39–63 g/kg p.s.). Il rapporto tra N nitrico e N ridotto è stato di 1:5, approssimativamente, 
più basso rispetto a quello rilevato nei precedenti due esperimenti (dati non riportati). 
La concentrazione di B e di NO3- nella soluzione nutritiva non ha influenzato il contenuto 
fogliare di N con tre eccezioni, peraltro poco importanti (Tab. 6): 
1) nelle foglie basali di “Tigullio” il contenuto di N ridotto è stato leggermente superiore 
alla concentrazione di 20 mM di N nella soluzione nutritiva rispetto a quello misurato 
nelle piante allevate con 10 mM; 
2) l’eccesso di B ha determinato una riduzione dell’accumulo di N nitrico nelle foglie 
mediane delle piante di “Tigullio” coltivate con la concentrazione più alta di N nella 
soluzione nutritiva. Questo effetto, però, è stato modesto e oltretutto è stato osservato 
solo in due esperimenti su tre; 
3) in “Red Rubin” l’eccesso di B ha determinato un aumento del livello di N nitrico nelle 
foglie apicali delle piante coltivate con la concentrazione più alta di N in soluzione. 
Questo effetto, però, non è stato osservato negli altri esperimenti. 
 
Concentrazione di B 
La concentrazione di N nella soluzione nutritiva non ha avuto effetti degni di nota sulla 
concentrazione di B nei vari organi considerati (Tab. 7). 
Tra le due varietà non si sono osservate differenze nel contenuto di B nelle foglie e nei 
fusti quando le piante erano coltivate con la concentrazione di controllo di questo elemento 
(0,25 mg/L; Tab. 7). 
Come previsto, la coltivazione delle piante con 20 mg/L di B ha determinato un notevole 
aumento del contenuto di questo elemento nelle radici, nei fusti e nelle foglie, però con 
differenze importanti tra le due varietà (Tab. 7): 
1) l’aumento dei livelli di B nelle radici si è osservato solo in “Red Rubin” (questo 
fenomeno però non è stato osservato nei primi due esperimenti); 
2) l’incremento della concentrazione di B nel fusto e nelle foglie è stato più marcato in 
“Red Rubin”, come anche osservato negli esperimenti 1 e 2. 
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Tabella 6. Effetto della concentrazione di nitrato e di boro nella soluzione nutritiva sul contenuto di azoto nitrico e ridotto (espresso in g/kg p.s.) 
in due cultivar di basilico, coltivate in idroponica, in serra, per 39 giorni nell’autunno del 2013 (Esperimento 3). 
Cultivar N-NO3- (mM) B (mg/L) 
Concentrazione di N-NO3- (g/kg p.s.) Concentrazione di N ridotto (g/kg p.s.) 
Radici Fusti Foglie 
apicali 
Foglie 
mediane 
Foglie 
basali 
Radici Fusti Foglie 
apicali 
Foglie 
mediane 
Foglie 
basali 
Tigullio 
10 
0.25 14,1 ab 12,9 bcd 6,5 c 9,6 c 6,2 cd 51,2 a 43,2 a 60,3 b 57,5 ab 40,2 bcd 
 20 7,3 d 13,1 abcd 6,6 bc 7,7 c 5,5 d 45,4 a 40,8 a 62,8 ab 53,6 b 40,9 bc 
 
20 
0.25 14,0 ab 16,4 ab 7,5 ab 12,2 ab 7,4 bcd 54,6 a 44,7 a 62,9 ab 59,1 a 46,0 a 
 20 9,5 cd 12,7 cd 6,7 bc 7,7 c 4,9 d 51,9 a 39,4 a 65,7 a 54,1 ab 43,8 ab 
Red Rubin 
10 
0.25 12,9 ab 16,3 abc 10,1 a 13,4 a 8,6 ab 49,0 a 39,4 a 53,9 c 47,4 c 36,1 e 
 20 11,8 bc 13,2 abcd 9,0 abc 11,9 ab 11,5 a 48,2 a 43,6 a 54,0 c 47,8 c 39,4 cde 
 
20 
0.25 15,7 a 16,6 a 7,1 bc 10,7 bc 9,6 ab 51,2 a 41,1 a 55,8 c 45,9 c 36,7 de 
 20 12,1 bc 10,4 d 11,0 a 12,2 ab 11,5 a 51,0 a 39,0 a 48,6 d 46,8 c 39,8 cd 
ANOVA 
Cultivar (A)   * ns ** ** *** ns ns *** *** *** 
Boro (B)   *** ** ns * ns ns ns ns ns ns 
Nitrato (C)   ns ns ns ns ns ns ns ns ns * 
A x B   * ns ns * ** ns ns ** ns * 
A x C   ns ns ns ns ns ns ns * ns * 
B x C   ns ns * ns ns ns ns ns ns ns 
A x B x C   ns ns ** ns ns ns ns ns ns ns 
a  L’analisi della varianza a tre vie (ANOVA) è stata utilizzata per valutare gli effetti della cultivar (A), del boro (B), del nitrato (C) e la loro interazione. La 
significatività è come segue: NS, non significativa; *, significativa al 5%; **, significativa all'1%; ***, significativa all'0,1%. I valori medi (n = 4) seguiti dalle 
stesse lettere non sono statisticamente differenti (P<0,05) in base al test LSD. 
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Tabella 7. Effetto della concentrazione di nitrato e di boro nella soluzione nutritiva sul 
contenuto di boro (espresso in mg/kg p.s.) in due cultivar di basilico, coltivate in 
idroponica, in serra, per 39 giorni nell’autunno del 2013 (Esperimento 3). 
Cultivar 
N-NO3-
(mM) 
B 
(mg/L) 
Concentrazione di B (mg/kg p.s.) 
Radici Fusti Foglie 
apicali 
Foglie 
mediane 
Foglie 
basali 
Tigullio 
10 
0,25 151 c 105 d 84 c 126 c 114 d 
 20 126 cd 205 cd 390 b 525 b 488 c 
 
20 
0,25 156 c 103 d 93 c 103 c 118 d 
 20 95 d 358 b 381 bc 488 b 645 b 
Red Rubin 
10 
0,25 209 b 71 d 90 c 81 c 97 d 
 20 656 a 577 a 638 a 818 a 996 a 
 20 0,25 213 b 86 d 86 c 102 c 121 d 
 20 648 a 556 b 578 ab 576 a 706 b 
ANOVA 
Cultivar (A)   *** ** *** * *** 
Boro (B)   *** *** *** *** *** 
Nitrato (C)   ns ns ns * ns 
A x B   *** ** *** ** *** 
A x C   ns ns ns ns *** 
B x C   ns ns ns * * 
A x B x C   ns ns ns * *** 
a  L’analisi della varianza a tre vie (ANOVA) è stata utilizzata per valutare gli effetti della cultivar 
(A), del boro (B), del nitrato (C) e la loro interazione. La significatività è come segue: NS, non 
significativa; *, significativa al 5%; **, significativa all'1%; ***, significativa all'0,1%. I valori 
medi (n = 4) seguiti dalle stesse lettere non sono statisticamente differenti (P<0,05) in base al test 
LSD. 
 
Concentrazione degli altri elementi nutritivi 
Il numero di elementi nutritivi considerati, dei trattamenti a confronto e anche delle prove 
condotte hanno originato un quadro molto complesso da descrivere e da interpretare. Tra 
l’altro, in molti casi gli effetti di uno o più fattori di variabilità e delle loro interazioni è 
stato modesto oppure è stato osservato solo in uno o due dei tre esperimenti condotti. 
Pertanto, ci limitiamo a considerare solo gli effetti della concentrazione di B nella 
soluzione nutritiva e della varietà (Tab. 8, 9, 10 e 11). In sintesi, sono questi i risultati: 
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Tabella 8. Effetto della concentrazione di nitrato e di boro nella soluzione nutritiva sul contenuto di macronutrienti, P e K (espressi in g/kg p.s.), 
in due cultivar di basilico coltivate in idroponica, in serra, per 39 giorni nell’autunno del 2013 (Esperimento 3). 
Cultivar N-NO3
-
(mM) 
B 
(mg/L) 
P (g/kg p.s.) K (g/kg p.s.) 
Radici Fusti Foglie apicali 
Foglie 
mediane 
Foglie 
basali Radici Fusti 
Foglie 
apicali 
Foglie 
mediane 
Foglie 
basali 
Tigullio 
10 
0,25 7,0 b 4,2 a 3,5 b 3,7 ab 4,6 a 30,5 d 51,4 abc 49,0 b 49,4 cd 46,7 b 
 20 7,3 b 3,9 a 3,1 b 4,2 ab 4,4 a 44,3 bc 63,6 ab 60,5 a 56,8 bc 49,1 b 
 
20 
0,25 7,2 b 4,4 a 3,9 ab 4,5 ab 4,5 a 27,7 d 48,1 bc 32,8 b 37,3 d 50,9 b 
 20 6,3 b 4,4 a 3,4 b 4,1 ab 4,5 a 31,0 cd 50,3 abc 64,1 a 63,1 ab 52,4 b 
Red Rubin 
10 
0,25 9,3 b 3,9 a 3,7 ab 4,7 a 4,6 a 66,2 a 69,2 a 46,3 b 70,0 a 87,8 a 
 20 16,7 a 4,3 a 3,8 ab 4,6 a 4,2 a 52,6 ab 61,0 ab 47,9 b 67,1 ab 56,5 b 
 
20 
0,25 9,0 b 4,0 a 3,3 b 4,3 ab 4,1 a 62,5 a 41,5 c 26,3 c 41,1 d 59,0 b 
 20 14,5 a 4,1 a 4,6 a 3,3 b 3,5 a 28,5 d 37,4 c 24,1 c 40,3 d 50,6 b 
ANOVA 
Cultivar (A)   *** ns ns ns ns *** ns *** ns *** 
Boro (B)   ** ns ns ns ns * ns *** * ** 
Nitrato (C)   ns ns ns ns ns ** ** *** *** * 
A x B   ** ns * ns ns *** ns *** ** ** 
A x C   ns ns ns ns ns ns ns ** *** ** 
B x C   ns ns ns ns ns * ns ns ns ns 
A x B x C   ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 
a  L’analisi della varianza a tre vie (ANOVA) è stata utilizzata per valutare gli effetti della cultivar (A), del boro (B), del nitrato (C) e la loro interazione. La 
significatività è come segue: NS, non significativa; *, significativa al 5%; **, significativa all'1%; ***, significativa all'0,1%. I valori medi (n = 4) seguiti dalle 
stesse lettere non sono statisticamente differenti (P<0,05) in base al test LSD. 
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Tabella 9. Effetto della concentrazione di nitrato e di boro nella soluzione nutritiva sul contenuto di macronutrienti, Ca e Mg (espressi in g/kg 
p.s.), in due cultivar di basilico coltivate in idroponica, in serra, per 39 giorni nell’autunno del 2013 (Esperimento 3). 
Cultivar N-NO3
- 
(mM) 
B 
(mg/L) 
Ca (g/kg p.s.) Mg (g/kg p.s.) 
Radici Fusti Foglie apicali 
Foglie 
mediane 
Foglie 
basali Radici Fusti 
Foglie 
apicali 
Foglie 
mediane 
Foglie 
basali 
Tigullio 
10 
0,25 3,9 cd 14,4 a 16,3 a 21,8 a 29,5 a 4,2 bc 3,4 b 4,5 b 4,9 a 6,3 a 
 20 5,9 b 10,1 bc 13,6 bc 16,1 c 23,5 b 5,0 ab 2,4 de 4,1 bc 4,0 b 6,3 a 
 
20 
0,25 3,6 d 14,4 a 12,8 c 17,6 bc 29,0 a 3,0 c 3,1 bc 3,4 d 3,7 bc 5,3 ab 
 20 5,1 bc 9,5 c 12,2 c 16,0 c 22,5 b 5,4 ab 1,9 e 3,2 d 3,1 d 5,3 ab 
Red Rubin 
10 
0,25 6,0 ab 13,8 a 16,0 ab 19,1 ab 22,9 b 5,1 ab 4,2 a 5,1 a 5,2 a 5,8 ab 
 20 7,4 a 10,1 bc 11,2 cd 12,1 d 12,7 c 6,6 a 2,8 bcd 3,6 cd 3,3 cd 3,0 c 
 
20 
0,25 5,1 bc 12,4 ab 12,9 c 18,6 bc 23,6 b 4,1 bc 3,1 bc 3,7 cd 3,8 bc 4,8 b 
 20 5,9 b 9,4 c 9,0 d 9,3 e 9,9 c 5,8 ab 2,5 cd 2,2 e 2,4 e 2,3 c 
ANOVA 
Cultivar (A)   *** ns * *** *** * ** ns ns *** 
Boro (B)   *** *** *** *** *** ** *** *** *** *** 
Nitrato (C)   * ns *** ** ns ns ** *** *** ** 
A x B   ns ns * ** * ns ns *** ** *** 
A x C   ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 
B x C   ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 
A x B x C   ns ns ns * ns ns ns ns ns ns 
a  L’analisi della varianza a tre vie (ANOVA) è stata utilizzata per valutare gli effetti della cultivar (A), del boro (B), del nitrato (C) e la loro interazione. La 
significatività è come segue: NS, non significativa; *, significativa al 5%; **, significativa all'1%; ***, significativa all'0,1%. I valori medi (n = 4) seguiti dalle 
stesse lettere non sono statisticamente differenti (P<0,05) in base al test LSD. 
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Tabella 10. Effetto della concentrazione di nitrato e di boro nella soluzione nutritiva sul contenuto di micronutrienti, Fe e Zn (espressi in mg/kg 
p.s.), in due cultivar di basilico coltivate in idroponica, in serra, per 39 giorni nell’autunno del 2013 (Esperimento 3). 
Cultivar N-NO3
- 
(mM) 
B 
(mg/L) 
Fe (mg/kg p.s.) Zn (mg/kg p.s.) 
Radici Fusti Foglie apicali 
Foglie 
mediane 
Foglie 
basali Radici Fusti 
Foglie 
apicali 
Foglie 
mediane 
Foglie 
basali 
Tigullio 
10 
0,25 1792 cd 405 a 161 cd 159 b 193 c 221 c 233 c 171 c 209 b 256 bc 
 20 4544 abcd 249 ab 155 cd 192 b 310 bc 340 bc 382 a 229 a 206 b 286 ab 
 
20 
0,25 1632 d 254 ab 299 b 179 b 241 bc 224 c 303 b 185 bc 229 ab 304 ab 
 20 6762 a 219 ab 191 c 359 a 357 ab 496 a 381 a 207 ab 258 a 345 a 
Red Rubin 
10 
0,25 3488 bcd 411 a 489 a 244 ab 492 a 362 ab 245 bc 163 c 165 c 197 c 
 20 4116 abcd 175 b 215 c 160 b 249 bc 428 ab 182 c 89 e 79 d 107 d 
 
20 
0,25 4646 abc 125 b 159 cd 164 b 317 bc 394 ab 244 bc 133 d 169 c 202 c 
 20 5112 ab 107 b 119 d 109 b 225 bc 480 ab 211 c 96 e 74 d 111 d 
ANOVA 
Cultivar (A)   ns ns * ns ns * *** *** *** *** 
Boro (B)   ** * *** ns ns ** ns ns *** ns 
Nitrato (C)   ns * ** ns ns ns ns ns * * 
A x B   * ns ** * ** ns *** *** *** *** 
A x C   ns ns *** * ns ns ns ns * ns 
B x C   ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 
A x B x C   ns ns *** ns ns ns ns ** ns ns 
a  L’analisi della varianza a tre vie (ANOVA) è stata utilizzata per valutare gli effetti della cultivar (A), del boro (B), del nitrato (C) e la loro interazione. La 
significatività è come segue: NS, non significativa; *, significativa al 5%; **, significativa all'1%; ***, significativa all'0,1%. I valori medi (n = 4) seguiti dalle 
stesse lettere non sono statisticamente differenti (P<0,05) in base al test LSD. 
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Tabella 11. Effetto della concentrazione di nitrato e di boro nella soluzione nutritiva sul contenuto di micronutrienti, Cu e Mn (espressi in mg/kg 
p.s.), in due cultivar di basilico coltivate in idroponica, in serra, per 39 giorni nell’autunno del 2013 (Esperimento 3). 
Cultivar N-NO3
- 
(mM) 
B 
(mg/L) 
Cu (mg/kg p.s.) Mn (mg/kg p.s.) 
Radici Fusti Foglie apicali 
Foglie 
mediane 
Foglie 
basali Radici Fusti 
Foglie 
apicali 
Foglie 
mediane 
Foglie 
basali 
Tigullio 
10 
0,25 69 b 19 bc 24 ab 21 b 19 bc 84 b 85 b 115 b 156 a 192 ab 
 20 76 ab 32 a 28 a 27 a 26 a 96 b 101 a 143 a 150 a 182 abc 
 
20 
0,25 68 b 19 bc 19 c 17 c 17 c 93 b 95 ab 122 ab 155 a 199 a 
 20 82 ab 23 b 24 ab 24 b 25 ab 200 a 95 ab 141 a 170 a 190 ab 
Red Rubin 
10 
0,25 78 ab 17 cd 21 bc 16 cd 18 bc 66 b 69 c 107 b 123 b 164 bc 
 20 80 ab 17 cd 18 cd 17 c 16 c 104 b 53 d 75 c 77 c 78 d 
 
20 
0,25 100 a 15 cd 14 de 13 d 16 c 100 b 53 d 84 c 125 b 148 c 
 20 84 ab 12 d 13 e 10 e 13 c 176 a 55 cd 81 c 78 c 80 d 
ANOVA 
Cultivar (A)   ns *** *** *** ** ns *** *** *** *** 
Boro (B)   ns * ns ** ns *** ns ns ** *** 
Nitrato (C)   ns * *** *** ns *** ns ns ns Ns 
A x B   ns ** ** *** ** ns * ** *** *** 
A x C   ns ns ns ns ns ns ns ns ns Ns 
B x C   ns * ns ns ns ** ns ns ns Ns 
A x B x C   ns ns ns ns ns ns * ns ns Ns 
a  L’analisi della varianza a tre vie (ANOVA) è stata utilizzata per valutare gli effetti della cultivar (A), del boro (B), del nitrato (C) e la loro interazione. La 
significatività è come segue: NS, non significativa; *, significativa al 5%; **, significativa all'1%; ***, significativa all'0,1%. I valori medi (n = 4) seguiti dalle 
stesse lettere non sono statisticamente differenti (P<0,05) in base al test LSD. 
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E’ stato osservato un significativo aumento del contenuto radicale di P nelle piante di “Red 
Rubin” coltivate alla concentrazione più alta di B nella soluzione nutritiva (Tab. 8). Il 
contenuto di K nelle foglie apicali e mediane nelle piante di “Tigullio” coltivate alla 
concentrazione più alta di B era significativamente più alto rispetto ai valori delle piante di 
controllo (Tab. 8). L’eccesso di B ha ridotto, anche se non sempre in maniera significativa, 
il contenuto di Ca e Mg nella parte aerea; mentre ne ha determinato un significativo 
aumento nelle radici di Tigullio (Tab. 9). 
L’eccesso di B ha determinato anche un decremento del contenuto di Fe nei fusti di 
entrambe le varietà e nelle foglie di “Red Rubin” (Tab. 10). Al contrario, il contenuto di 
Fe (Tab. 10) e Mn (Tab. 11) è aumentato nelle radici delle piante di entrambe le varietà 
coltivate con 20 mg/L di B nella soluzione nutritiva, anche se questo effetto nel caso del 
Mn è stato osservato soltanto alla concentrazione più alta di N nella soluzione nutritiva. 
Il contenuto fogliare di Cu è aumentato nelle piante di “Tigullio” in presenza di alto B 
(Tab. 11). 
 
Nitrato riduttasi (NR) 
Né il genotipo né la concentrazione di N in soluzione ha avuto un effetto significativo sulla 
NRA determinata in vivo sulle foglie mediane prelevate in tarda mattinata (Tab. 12). 
In “Tigullio”, la NRA è rimasta abbastanza costante, indipendentemente dalla 
concentrazione di B (Tab. 12). I valori determinati nella varietà verde in questo 
esperimento sono simili anche a quelli riscontrati nella prova precedente in campioni di 
foglie raccolti alla stessa ora. Nel primo esperimento, invece, erano stati osservati valori 
assai più bassi (quasi la metà); inoltre, l’elevata concentrazione di B nella soluzione 
nutritiva aveva aumentato la NRA, ma solo quando i campioni erano stati prelevati intorno 
alle 11:00. E’ stato questo risultato che ci ha portato a ripetere la misura della NRA anche 
negli esperimenti successivi, raccogliendo i campioni allo stesso orario. 
In “Red Rubin” la NRA è stata generalmente superiore rispetto a quella riscontrata nel 
secondo esperimento (non era stata determinata invece durante il primo). In questa varietà, 
l’eccesso di B ha determinato un aumento della NRA ad entrambe le concentrazioni di N 
in soluzione, in accordo con quanto osservato nell’esperimento 2 (Tab. 12). 
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Tabella 12. Effetto della concentrazione di nitrato e di boro nella soluzione nutritiva 
sull’attività della nitrato riduttasi (NR) (espressa in !mol nitrito/(g p.f.*h)) nelle foglie 
mediane di due cultivar di basilico coltivate in idroponica, in serra, per 39 giorni 
nell’autunno del 2013 (Esperimento 3). 
Cultivar N-NO3- 
(mM) 
B 
(mg/L) 
Attività NR 
(!mol nitrito/(g p.f.*h)) 
Tigullio 
10 
0,25 141 b 
 20 135 b 
 
20 
0,25 121 bc 
 20 137 b 
Red Rubin 
10 
0,25 75 c 
 20 238 a 
 
20 
0,25 111 bc 
 20 195 a 
ANOVA 
Cultivar (A)   ns 
Boro (B)   *** 
Nitrato (C)   ns 
A x B   *** 
A x C   ns 
B x C   ns 
A x B x C   * 
a  L’analisi della varianza a tre vie (ANOVA) è stata utilizzata per valutare gli effetti della cultivar 
(A), del boro (B), del nitrato (C) e la loro interazione. La significatività è come segue: NS, non 
significativa; *, significativa al 5%; **, significativa all'1%; ***, significativa all'0,1%. I valori 
medi (n = 4) seguiti dalle stesse lettere non sono statisticamente differenti (P<0,05) in base al test 
LSD. 
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3.5 DISCUSSIONE 
 
Tolleranza al B delle due varietà 
Nelle piante di entrambe le varietà, la concentrazione di B nei tessuti fogliari presenta un 
gradiente decrescente passando dalle foglie basali a quelle apicali (Tab. 7). Questo 
risultato è spiegabile col fatto che l’accumulo di B è progressivo nel tempo essendo 
funzione della quantità di acqua traspirata (Carmassi et al., 2013); dipende quindi dall’età 
delle foglie. Al momento del campionamento, le foglie basali, più vecchie, avevano 
ovviamente traspirato una maggior quantità di acqua rispetto a quelle poste più in alto e più 
giovani; pertanto, presentavano livelli di B più alti. 
In generale, i valori della concentrazione fogliare di B non hanno superato 800-1000 
(mg/kg p.s.; Tab. 7). Questi valori sono più bassi di quelli riportati da Ziliani (2013), che 
aveva osservato contenuti fogliari di B intorno a 1600 mg/kg. 
I dati ottenuti in questa tesi indicano la maggior tolleranza all’eccesso di B della cultivar 
“Red Rubin” rispetto a “Tigullio”, in accordo con lavori precedenti (Landi et al., 2013a; 
Ziliani, 2013). La maggiore resistenza al B della varietà “Red Rubin” è indicata dalla 
minore inibizione della crescita delle piante allevate con una concentrazione di 20 mg/L di 
B in soluzione (Tab. 5) e da una minore gravità delle necrosi fogliari (Fig. 10), che 
costituiscono i tipici sintomi della tossicità del B. In “Tigullio” le lesioni fogliari sono state 
molto evidenti indicando un grave danno fotosintetico, responsabile della minore crescita 
di questa cultivar in presenza di un eccesso di B, in accordo con Landi et al. (2013a).  
La maggior tolleranza al B della varietà viola non è però dovuta ad minor accumulo di 
questo elemento nelle foglie, che infatti è stato addirittura superiore rispetto alla varietà a 
foglie verdi (Tab. 7). Secondo quanto riportato in precedenti studi (Landi et al., 2013a, b; 
Ziliani, 2013; Landi, 2014), la maggior tolleranza della varietà “Red Rubin” è da attribuirsi 
principalmente all’azione fotoprotettiva delle antocianine contenute nell’epidermide 
(effetto sunscreen), che riducono lo stress ossidativo attenuando la radiazione che 
raggiunge i cloroplasti già danneggiati dall’eccesso di B. Anche l’elevato contenuto di 
composti antiossidanti, come l’ascorbato e il glutatione, concorre a determinare la minore 
sensibilità di “Red Rubin” all’eccesso di B rispetto a “Tigullio” (Landi et al., 2013a). 
Oltre a quanto appena detto, è possibile che nelle foglie di “Red Rubin” lo stress indotto 
dall’eccesso di B sia alleviato da un processo di ridistribuzione di questo elemento dal 
simplasto verso l’apoplasto, come osservato in orzo da Reid e Fitzpatrick (2009). 
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Stato minerale 
Dall’analisi della varianza non è emerso un effetto importante della concentrazione di N 
nella soluzione nutritiva sullo stato azotato delle piante delle due varietà di basilico (Tab. 
6). Questo potrebbe essere dovuto al fatto che, già alla concentrazione più bassa di N in 
soluzione (10 mM), le piante vedono soddisfatto il loro fabbisogno per questo elemento e 
quindi ne limitano l’assorbimento netto. 
L’assenza di un effetto significativo dell’eccesso di B sulla concentrazione di N ridotto, 
delle piante di entrambe le varietà di basilico (Tab. 6) esclude che la riduzione di crescita, 
più marcata nella varietà a foglie verdi, sia attribuibile anche ad una carenza indotta di N. 
Al contrario, la riduzione del contenuto fogliare di Ca e Mg (Tab. 9) osservata nelle piante 
coltivate con 20 mg/L potrebbe avere contribuito alla riduzione di crescita provocata 
dall’eccesso di B. 
Per valutare il contenuto di NO3- in base al Regolamento C.E. n.1258/2011 (v. 
Introduzione), le concentrazioni sono state espresse anche in mg/kg (ppm) di peso fresco. I 
valori sono oscillati tra 2898 ppm e 3837 ppm in “Tigullio“ e tra 3322 ppm e 4900 ppm in 
“Red Rubin”. Il contenuto di NO3- è stato quindi abbastanza alto, se confrontato con i 
limiti imposti dal regolamento, ad esempio, alle lattughe coltivate in serra nella stagione 
autunno-invernale (2500-5000 ppm) o alla rucola (7000 ppm). 
In entrambe le varietà e in tutti e tre gli esperimenti, il contenuto di NO3- è stato superiore a 
quello rilevato da Ziliani (2013). Questo è molto probabilmente da attribuirsi alle diverse 
condizioni ambientali in cui sono stati condotti gli esperimenti di questa tesi e quelli di 
Ziliani. I nostri esperimenti, infatti, sono stati condotti in autunno invece che in primavera-
estate, cioè con valori più bassi della temperatura dell’aria e della radiazione solare.  
Una riduzione dell’intensità luminosa può influire sul contenuto fogliare di NO3- perché 
limita direttamente la NRA, sia a livello trascrizionale sia post-trascrizionale, e 
indirettamente a causa della riduzione dell’attività fotosintetica e di conseguenza della 
disponibilità di potere riducente (NADPH) e di scheletri carboniosi necessari per la sintesi 
degli aminoacidi (Bowsher et al., 1991; Lu et al., 1992; Mohr et al., 1992; Suty et al., 1993; 
Ali et al., 2007). 
In questo studio sono emerse anche delle differenze tra le due varietà per quanto riguarda il 
contenuto fogliare di NO3-. Infatti, le piante di “Red Rubin” presentavano una 
concentrazione fogliare di NO3- superiore (+46%) rispetto a quelle di “Tigullio”, mentre 
era inferiore quella di N ridotto, in particolare nelle foglie mediane e apicali (Tab. 6). Altri 
autori riportano un maggiore accumulo di NO3- nel basilico a foglie viola rispetto a quello 
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a foglie verdi (Majkowska-Gadomska et al., 2009; Biesiada e Ku!, 2010; Nurzy"ska-
Wierdak et al., 2011; Ziliani, 2013). Queste differenze potrebbero essere spiegate da 
diversi fattori: 
1) Una minore attività fotosintetica di “Red Rubin” rispetto a “Tigullio”, a causa 
dell’effetto “sunscreen” degli antociani (Landi, 2014), già discusso. In effetti, in alcuni 
dei loro esperimenti Landi et al. (2013a) hanno osservato una minore fotosintesi netta 
in “Red Rubin” rispetto a “Tigullio”. 
2) Una maggiore traslocazione di NO3- dalle radici alle foglie in seguito al maggior tasso 
di traspirazione per unità di superficie fogliare della varietà “Red Rubin”, come 
riportato da Ziliani (2013). Infatti la traslocazione di NO3- nelle foglie è legata al tasso 
di traspirazione al contrario di quanto avviene per lo ione NH4+ (Marschner, 2012). 
3) Un minor tasso di crescita della varietà “Red Rubin” (Tab. 5), che ha determinato 
anche una riduzione del fabbisogno di proteine, e quindi di N ridotto, non 
controbilanciata da una riduzione dell’assorbimento radicale di NO3-. 
 
Relazione fra contenuto di nitrati e attività della NR  
La letteratura riguardante la relazione tra la NRA e il contenuto di NO3- nei tessuti fogliari 
o nel mezzo di crescita è abbondante. 
Alcuni autori hanno osservato che ad un aumento del contenuto endogeno di NO3- era 
associato un aumento della NRA (Aslam, et al., 1976, in foglie di orzo; Brunetti e 
Hageman, 1976, in grano; Chantarotwong et al., 1976, su orzo; Chen et al., 2004, in tre 
specie di Chenopodiacee; Meloni et al., 2004, in Prosopis alba). Altri autori hanno 
osservato invece una relazione opposta (Gniazdowska-Skoczek, 1998, in orzo; Ruiz e 
Romero, 1999, in melone; Rai et al., 2004, in Ocimum tenuiflorum; Lea et al., 2006, in 
Nicotiana plumbaginifolia; Yang et al., 2013, in anguria), cioè ad una maggiore NRA 
corrispondeva un minore contenuto fogliare di NO3-, come osservato nei nostri esperimenti 
quando le piante erano coltivate con 10 mM di N nella soluzione nutritiva. Altri studi 
hanno evidenziato un aumento della NRA all’aumentare del contenuto di NO3- nel mezzo 
di crescita (Gniazdowska-Skoczek, 1998, orzo; Zerihun e Treeby, 2002, in foglie di vite; 
Chen et al., 2004, in tre specie di Chenopodiacee), almeno fino ad una certa concentrazione 
(Zerihun e Treeby, 2002, in radici di vite; Nicodemus et al, 2008, in foglie di noce). In altri 
studi, infine, non si è osservato alcun tipo di relazione tra la NRA e il livello endogeno o 
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esogeno di NO3- (Aslam et al., 2001, in radici di orzo; Cedergreen e Vindbaek Madsen, 
2003, in specie acquatiche).  
Anche nel nostro lavoro non è emersa una chiara relazione tra la NRA (Tab. 12) e il 
contenuto di NO3- nella soluzione nutritiva o nei tessuti fogliari (Tab. 6). Alla 
concentrazione di 10 mM di N nella soluzione nutritiva, però, la maggiore NRA delle 
foglie mediane osservata in “Tigullio” rispetto all’altra varietà (Tab. 12) era associata ad 
un minor contenuto di NO3- e ad un maggior contenuto di N ridotto (Tab. 6). Questo 
risultato è in accordo con quanto riportato da altri autori prima citati (Gniazdowska-
Skoczek, 1998; Ruiz e Romero, 1999; Rai et al., 2004; Lea et al., 2006; Yang et al., 2013). 
Diversamente, alla concentrazione di 20 mM di N, non si sono osservate differenze 
significative per quanto riguarda né la NRA né il contenuto di NO3- tra le due varietà.  
La NRA è influenzata dall’ NO3- contenuto nel pool metabolico, cioè quello presente nel 
citosol, e non dalla quantità totale nelle cellule, che è in gran parte determinata dall’ NO3- 
contenuto nel vacuolo (Ferrari et al., 1973; Aslam et al., 1976; Aslam et al., 2001; Cookson 
et al., 2005). Essendo l’ NO3- contenuto nel citosol solo il 10% circa di quello totale (Chen 
et al., 2004), eventuali variazioni del livello del pool metabolico, in grado di influenzare la 
NRA, non sono rilevabili con il metodo di analisi utilizzato in questa tesi, che ha invece 
determinato il contenuto fogliare totale. Inoltre, la NRA non è regolata solo dal livello 
endogeno di NO3- (v. Cap. 2) ed è spesso difficile stabilire, per una determinata specie e/o 
per determinate condizioni di crescita, una stretta relazione fra la NRA e la concentrazione 
di NO3-. 
 
Effetto del B sul metabolismo azotato 
In cipolla, Inal e Tarakcioglu (2001) hanno riportato un aumento del contenuto fogliare di 
NO3- nelle piante coltivate in presenza di una concentrazione elevata di B. Al contrario, in 
esperimenti condotti su pomodoro, Cervilla et al. (2008) hanno osservato che una 
concentrazione tossica di B nel mezzo di crescita determinava un decremento del 
contenuto fogliare di NO3-. 
Ziliani (2013) ha osservato un aumento del contenuto fogliare di NO3- nelle piante di 
basilico, “Tigullio” e “Red Rubin”, in presenza di 20 mg/L di B nella soluzione nutritiva, 
rispetto al trattamento di controllo. Questo risultato, però, non è stato confermato in questo 
studio. In generale, l’effetto dell’eccesso di B sul contenuto fogliare di NO3- è stato 
modesto o nullo (Tab. 6). D’altra parte, nei nostri esperimenti il contenuto di NO3- è stato 
molto più alto rispetto ai valori misurati da Ziliani (2013), come già discusso.  
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La letteratura riguardante gli effetti dell’eccesso di B sulla NRA è scarsa e abbastanza 
contraddittoria. Ad esempio, in grano e in orzo Mahboobi et al. (2002) hanno riscontrato 
una riduzione della NRA nelle piante coltivate in presenza di un eccesso di B; questa 
riduzione era più marcata nelle varietà più sensibili, di entrambe le specie. Un risultato 
simile è stato riportato da Cervilla et al. (2008) su pomodoro. Sempre su pomodoro, però, 
Eraslan et al. (2007a) hanno riportato un effetto opposto: cioè, l’eccesso di B aumentava la 
NRA. Nel loro esperimento, Eraslan et al. (2007a) hanno considerato anche il peperone; in 
questa specie, l’eccesso di B non ha influenzato in modo significativo la NRA.  
Nel nostro studio abbiamo osservato un aumento della NRA nelle foglie delle piante 
coltivate in presenza di una concentrazione elevata di B, ma solo nella varietà “Red Rubin” 
(Tab. 12). Questo risultato è stato ottenuto negli esperimenti 2 e 3; nell’esperimento 1, il 
saggio della NRA era stato condotto solo sulle piante di “Tigullio”. 
L’eccesso di B potrebbe aver agito direttamente sulla enzima oppure su uno dei numerosi 
fattori che ne regolano la sintesi o l’attività, come ad esempio la ripartizione dell’ NO3- fra 
il pool di riserva e quello metabolico (Ferrari et al., 1973; Aslam et al., 1976; Aslam et al., 
2001; Cookson et al., 2005;).  
Non è chiaro se l’aumento della NRA, senza un parallelo decremento del contenuto 
fogliare di NO3- (Tab. 6), abbia contribuito alla maggior tolleranza al B della varietà “Red 
Rubin”. Nello studio già citato di Eraslan et al. (2007a) su pomodoro e peperone, l’eccesso 
di B determinava, parallelamente all’aumento della NRA, anche un aumento della 
concentrazione di prolina. Diversi lavori suggeriscono un ruolo protettivo di questo 
amminoacido contro gli effetti tossici del B nelle piante (Eraslan et al., 2007b; Diaz et al., 
2011; Yusuf et al., 2011; Pandey Archana, 2013; Siddiqi et al., 2013). D’altra parte, in 
Ocimum tenuiflorum l’eccesso di cromo nel mezzo di crescita aumentava il contenuto di 
prolina ma diminuiva la NRA (Rai et al., 2004). Anche Carillo et al. (2008) hanno 
osservato una relazione inversa tra contenuto di prolina e NRA in piante di grano 
sottoposte a stress salino. 
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3.6  CONCLUSIONI 
I dati ottenuti in questa tesi confermano la maggior tolleranza all’eccesso di B della 
cultivar “Red Rubin” rispetto a “Tigullio” rilevata in lavori precedenti condotti 
all’Università di Pisa (Landi et al., 2013a; Ziliani, 2013). La maggior tolleranza al B della 
varietà viola non è però dovuta al minor accumulo di questo elemento nelle foglie, che 
infatti è stato addirittura superiore rispetto a “Tigullio”, ma è attribuibile principalmente 
all’azione fotoprotettiva delle antocianine contenute nell’epidermide (effetto sunscreen) 
(Landi et al., 2013a, b; Ziliani, 2013; Landi, 2014), e all’elevato contenuto di composti 
antiossidanti (Landi et al., 2013a). 
Non è emerso un effetto importante della concentrazione di N nella soluzione nutritiva 
sullo stato azotato delle piante delle due varietà di basilico. Ciò potrebbe dipendere dal 
fatto che già alla concentrazione più bassa di N in soluzione (10 mM) le piante vedono 
soddisfatto il loro fabbisogno per questo elemento e quindi ne limitano l’assorbimento 
netto. L’assenza di un effetto significativo dell’eccesso di B sulla concentrazione di N 
ridotto, delle piante di entrambe le varietà, esclude che la riduzione di crescita sia 
attribuibile anche una carenza indotta di N. Al contrario, il minore contenuto fogliare di Ca 
e Mg potrebbe spiegare, almeno in parte, la minore crescita delle piante coltivate in 
presenza di un eccesso di B. L’effetto dell’eccesso di B sul contenuto fogliare di NO3- è 
stato modesto o nullo. 
Il contenuto fogliare di NO3- riscontrato in questo studio è stato superiore a quello rilevato 
da Ziliani (2013), molto probabilmente a causa delle diverse condizioni ambientali in cui 
sono state condotte le due serie di esperimenti. Le piante di “Red Rubin” presentavano una 
concentrazione fogliare di NO3- mediamente superiore (+46%) rispetto a quelle di 
“Tigullio”, mentre era inferiore quella di N ridotto. Questa differenza potrebbe essere 
spiegata da una minore attività fotosintetica di “Red Rubin” (Landi et al., 2013a), da una 
maggiore traslocazione di NO3- dalle radici alle foglie, a causa del più alto tasso di 
traspirazione (Ziliani, 2013), e dal un minor fabbisogno di proteine in seguito al minor 
tasso di crescita. 
In questo studio non è emersa una chiara relazione tra la NRA e il contenuto di NO3- nella 
soluzione nutritiva e nei tessuti fogliari. 
La NRA, misurata nelle foglie mediane, delle piante di “Red Rubin” trattate con l’eccesso 
di B è risultata maggiore rispetto ai controlli, mentre non ha mostrato variazioni in 
“Tigullio”. L’eccesso di B potrebbe aver agito direttamente sull’enzima oppure su uno dei 
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numerosi fattori che ne regolano la sintesi o l’attività (Ferrari et al., 1973; Aslam et al., 
1976; Aslam et al., 2001; Cookson et al., 2005). Non è chiaro se l’aumento della NRA, 
abbia contribuito alla maggior tolleranza al B della varietà “Red Rubin”. Per chiarire 
questo aspetto, sembrano necessari quindi altri studi, nei quali la NRA dovrebbe anche 
essere determinata a diversi orari durante il giorno, in considerazione della grande 
influenza esercitata sull’attività di questo enzima dalla temperatura e soprattutto 
dall’irradianza. 
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RIASSUNTO 
L’azoto (N) è un elemento essenziale per la vita e l’accrescimento delle piante entrando a 
far parte della struttura degli aminoacidi e di conseguenza delle proteine. Le piante 
assorbono N attraverso le radici principalmente come nitrato (NO3-) e secondariamente 
come ammonio (NH4+). Nelle cellule, l’ NO3- è suddiviso in due frazioni: quella 
metabolica nel citosol e quella di riserva nel vacuolo. L’ NO3- presente nel citosol è ridotto, 
ad opera della nitrato riduttasi (NR), a nitrito (NO2-), che a sua volta è ridotto a NH4+, dalla 
nitrito riduttasi (NiR) nei plastidi. L’ NH4+ così formato è incorporato negli aminoacidi 
attraverso una serie di reazioni catalizzate dalla glutammina sintetasi (GS) e dalla 
glutammato sintetasi (GOGAT). L’enzima chiave per la regolazione di tutto il processo di 
assimilazione dell’N è la NR. L’attività di quest’enzima (NRA) è stimolata dall’NO3- e 
dalla luce mentre è inibita dall’NO2-, dall’ NH4+, dalla glutammina e dagli altri aminoacidi. 
Se consumato in quantità eccessive l’NO3- può avere un effetto negativo sulla salute 
umana. L’accumulo di NO3- nei tessuti vegetali risulta favorito da condizioni di scarsa 
illuminazione, basse temperature e abbondante disponibilità di NO3- nel substrato di 
crescita. 
Il boro (B) è un elemento essenziale per le piante entrando a far parte della struttura della 
parete cellulare e ricoprendo altre funzioni metaboliche. Un suo eccesso, però, può portare 
a fenomeni di tossicità nelle piante, che sviluppano clorosi e necrosi a livello fogliare, con 
conseguente riduzione di crescita. 
In questa tesi, sono stati studiati gli effetti di diverse concentrazioni di B (0,25 e 20 mg/L) 
e di NO3- (10 mM e 20 mM) nella soluzione nutritiva su piante di basilico (Ocimum 
basilicum L.) coltivate in idroponica (floating system). Per gli esperimenti sono state 
impiegate due varietà di basilico, una con foglie verdi (“Tigullio”), generalmente usata 
come pianta aromatica, e una a foglie viola (“Red Rubin”), solitamente usata a fini 
ornamentali. La varietà viola presenta una maggiore concentrazione fogliare di antociani 
(nell’epidermide) e di altri composti antiossidanti, che hanno un ruolo fondamentale nella 
fotoprotezione (effetto sun-screen degli antociani) e nella tolleranza ai vari tipi di stress, 
compreso l’eccesso di B come dimostrato in precedenti studi (Landi et al, 2013a, 2013b; 
Ziliani, 2013, Landi, 2014). Ziliani (2013) aveva riscontrato un maggior contenuto di NO3- 
nelle foglie delle piante, di entrambe le varietà, quanto erano allevate in presenza di un 
eccesso di B (20 mg/L) nel mezzo di crescita rispetto ai livelli di NO3- rilevati nelle piante 
di controllo. I tre esperimenti riportati in questa tesi sono stati condotti per confermare o 
meno la relazione fra l’eccesso di B (20 mg/L) e il contenuto fogliare di NO3- verificando 
anche l’effetto della concentrazione di NO3- (10 mM e 20 mM) nel mezzo di crescita, e del 
genotipo sulla NRA determinata in vivo. Tutti gli esperimenti sono stati condotti con 
piante di 3-5 settimane dalla germinazione. 
Lo studio ha confermato la maggiore tolleranza all’eccesso di B della varietà “Red Rubin” 
rispetto a “Tigullio”. Non è stato confermato invece il maggior contenuto di NO3- nelle 
piante coltivate in presenza di un eccesso di B, osservato negli esperimenti di Ziliani 
(2013). Contrariamente a quanto inizialmente ipotizzato, l’eccesso di B non ha determinato 
una riduzione della NRA e addirittura in “Red Rubin” la NRA è stata minore nelle piante 
di controllo rispetto a quelle coltivate con 20 g/L nella soluzione nutritiva. 
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SUMMARY 
Nitrogen (N) is an essential element for plant life and growth since it is contained in amino 
acids and then in proteins. Principally, plant roots take up N as nitrate (NO3-) and secondly 
ammonium (NH4+). NO3- is divided into two fractions within cell: a metabolic fraction in 
the cytosol and storage fraction in the vacuole. Cytosolic NO3- is reduced by nitrate 
reductase (NR) to nitrite (NO2-), which is then reduced to NH4+ by nitrite reductase (NiR) 
in the plastids. NH4+ formed in this way is built-in amino acids by a series of reactions, 
which are catalyzed by glutamine synthetase (GS) and glutamate synthetase (GOGAT). 
NR is the most important enzyme for regulation of N assimilation as a whole. The activity 
of this enzyme (NRA) is enhanced by NO3- and light while is inhibited by NO2-, NH4+, 
glutamine and other amino acids. 
NO3- may have a negative effect on human health when taken in excessive quantities. NO3- 
accumulation in plant tissues is favored by low light conditions, low temperatures and 
abundant availability of NO3- in the growth substrate. 
Boron (B) is an essential element for plants, taking part in the wall cell structure and 
performing other metabolic functions. However, high B concentration can be toxic and 
induce foliar chlorosis and necrosis, with consequent growth reduction. 
In this thesis, the effects of different concentrations of B (0,25 e 20 mg/L) and NO3- (10 
mM e 20 mM) in the nutrient solution were investigated in sweet basil plants (Ocimum 
basilicum L.) grown in hydroponics (floating system). The experiments were conducted 
with two cultivars of basil with green (“Tigullio”)or purple leaves (“Red Rubin”, usually 
used for ornamental purposes). The purple cultivar has a higher concentration of 
anthocyanins (within epidermis) and other antioxidants, which have a fundamental role in 
the photoprotection (anthocyanins’ sun-screen effect) and in the tolerance to other type of 
stress, including B toxicity as demonstrated in previous studies (Landi et al, 2013a, 2013b; 
Ziliani, 2013; Landi, 2014). Ziliani (2013) also found higher content of NO3- in the leaves 
of both varieties when the plants was grown with an excess of B (20 mg/L) in growth 
medium compared to the NO3- levels detected in the control plants. 
Three experiments were conducted to confirm the relationship between B excess and foliar 
content of NO3- found by Ziliani (2013) and to verify the effect of NO3- concentration (10 
mM e 20 mM) in the growth medium and genotype on in vivo NRA. All experiments were 
been performed with 3 to 5-week old plants. 
The study confirmed that “Red Rubin” was more tolerance to B excess than “Tigullio”.In 
contrast, it was not found an higher leaf content of NO3- in the plants grown with an excess 
of B, as reported by Ziliani (2013). Contrary to the initial hypothesis, the excess of B did 
not result in a reduction of NRA and in “Red Rubin” NRA was even less in the control 
plants than in those grown with a B concentration of 20 mg/L in the nutrient solution. 
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